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«- und «Monomethy]l-lysin. 
Von 


Rudolf Enger und Hellmut Steib. 


[Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.')] 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Juli 1930.) 


In der Natur sind methylierte Lysine noch nicht aufgefunden 
worden. Bei der Methylierung von Casein entsteht das «-Mono- 
betain.?) Trotzdem wurden die beiden méglichen Monomethyl- 
lysine (allerdings nur als Razemkorper) dargestellt, um ihre Kigen- 
schaften kennenzulernen. Ebenso wie methylierte Glyoxaline 
und Guanidine in der Natur aufgefunden worden sind und in 
letzter Linie als Abkémmlinge von methyliertem Histidin und 
Arginin gelten kénnen, mag dies auch beim Lysin der Fall 
werden. : , 

dl-«-Methyllysin wurde durch Umsetzen von ¢-Benzoyl-Amino- 
a-brom-n-capronsdure*) mit Methylamin und nachfolgender Ab- 
spaltung der Benzoylgruppe gewonnen. Zur Identifizierung eignet 
sich das Pikrolonat.‘) 

dl-s-Methyllysin ist von der ¢e-Methylamino-n-capronsiiure °) 
aus zugiinglich. Ihr Benzoylprodukt wurde analog der Lysin- 
synthese von Braun’s*) behandelt. Da weder ein krystallines 
Chlorhydrat noch ein schwer lésliches Platinat zu erhalten war, 
wurde das Methyllysin als Pikrat und Pikrolonat charakterisiert.") 


1) Diese und die folgenden drei Arbeiten wurden mit dankenswerter 
Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft angefertigt. 
Thomas. 


2) Diese Z. 191, 112 (1930). 

5) Ber. chem. Ges. 42, 842 (1909). 

*) Siehe auch Enger, Diss. phil. Leipzig 1928. 

5) Diese Z. 104, 75 (1913). 

*) Ber. chem. Ges. 42, 844 (1909). 

”) Siehe auch Steib, Diss. phil. Leipzig 1926. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCI. 7 
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Versuehsteil. 
d1-a-Methyllysin. 


e-Benzoylamino-a-brom-n-capronsiure. — Das Lactam der 
e- Aminocapronsiiure’) wurde in der itiblichen Weise mit 37°/,iger Salzsiure 
aufgespalten und die Aminogruppe in wiBrig-alkalischer Lésung benzoyliert. 
Die s-Benzoylamino-n-capronséiure wurde im Exsiccator vorgetrocknet und 
zur Entfernung von Benzoesiiure und restlicher Feuchtigkeit mit trocknem 
Petroliither extrahiert. Das rohe Produkt lai8t sich glatt nach den bekannten 


Vorschriften in «-Stellung bromieren. 

é-Benzoyl-e-methyllysin: 5g der so erhaltenen Bromsiure 
werden mit 20 ccm absolutem Alkohol und 10 cem 33°/,iger 
alkoholischer Methylaminlésung zwei Stunden im KinschluBrohr 
auf 80° erhitzt. Der Alkohol und das iiberschiissige Methylamin 
werden im Vakuum auf dem Wasserbad entfernt. Der Riickstand 
besteht aus der gesuchten Séure und Methylaminhydrobromid. Kine 
Probe desselben lést sich klar in wiiBriger Salzsiiure. Die Haupt- 
menge wird mit absolutem Alkohol zur Entfernung des Methyl- 
aminhydrobromids mehrfach extrahiert und aus Wasser um- 
krystallisiert, schmale, schiefwinklige Tifelchen, die Doppelbrechung 
zeigen. Ausbeute: 3,8 g = 90,3°/, d. Th. Schmelzp. 234° unter 
Zersetzung. 

4,585 mg Substanz gaben 10,690 mg CO,, 3,110 mg H,O. 


3,720 mg ~ . 0,342 cem N, (24°, 755 mm). 
Fiir C,,H,.N,O, Mol.-Gew. 264,2. 
Ber. 63,60°/, C 7,63°/, H 10,58°/, N 
Gef. 63,57 7,59 10,50 


3 g «-Benzoyl-a-Methyllysin wurden 25 Stunden am RiickfluB 
mit 150 ccm 20°/,iger Salzsiure gekocht (mit 37°/,iger Saure 
4 Stunden bei 130° wurde bereits Methylamin, als Platinat iden- 
tifiziert, abgespalten). Die dem theoretischen Wert nahe kommende 
Menge Benzoesiure wurde durch Ausiithern entfernt, die riick- 
stindige Salzsiurelésung im Vakuum zur Trockne eingeengt. 

Der Riickstand ist ein ziiher hygroskopischer Sirup (etwa 2g), der 
nicht zur Krystallisation zu bringen war. Mit Platinchlorid konnte kein in 
Wasser oder Alkohol schwer lésliches Salz erhalten werden. 

Die Lésung des Hydrochlorids wurde mit ges&ttigter Silber- 
acetatlésung ausgefallt, das Filtrat mit Schwefelwasserstoff be- 
handelt. Dann wurde die Lésung im Vakuum auf dem Wasser- 
bad bis zur Sirupkonsistenz eingeengt. Den Riickstand liste man 


1) Ks wurde uns in freundlicher Weise von der Fa. Knoll A.-G. zur 
Verfiigung gestellt, wofiir wir ihr auch an dieser Stelle danken. 
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in 10 ccm Alkohol. Beim Zusatz von gesittigter alkoholischer 
Pikrolonsiurelésung bildet sich rasch ein dicker, gelber Nieder- 
schlag, der nach 24 Stunden abgesaugt und aus Wasser um- 
krystallisiert wird. Das Pikrolonat krystallisiert in kleinen, doppel- 
brechenden, zu Drusen angeordneten SpieBen. Schmelzp. 243,5° 
unter Zersetzung. 


Analyse der bei 100° im Vakuum getrockneten Substanz. 
1. 4,520 mg Substanz gaben 7,950 mg CO,, 2,290 mg H,0O. 


2. 3,795 mg " 5, 6,720 mg CO,, 1,930 mg H,0. 
3. 4,170 mg . » 0,712 cem Ny, (755 mm, 21°). 
4, 4,113 mg - 5» . 0,697 eem N, (755 mm, 21°). 
Fiir C,,H,,0,N, Mol.-Gew. 424,24 
Ber. 48,09°/, C 5,70°/, H 19,81°/, N, 
Gef. 47,97 5,73 19,70 
48,37 5,69 19,54 


Das Acetat gibt mit Phosphorwolframsiure noch in 0,1°/,- 
Lésung einen starken Niederschlag. Krautsches Reagens bewirkt 
in etwa 1°/,iger Lésung eine dicke Fiallung. Um mit Nesslers 
Reagens, Sublimat, Kaliumquecksilberjodid und Pikrinsiure Nieder- 
schlige zu erzeugen, sind konzentriertere Lésungen nitig. 


dl-<-Methyllysin. 


Benzoyl-e-Methylaminocapronsaure. 58 g Methylamino- 
capronsdure wurden in 2/n-Natronlauge nach Schotten-Baumann 
benzoyliert. Das mit Salzsiure ausgefillte Rohél wurde durch 
Auflésen in Ather und Umfillen aus Kaliumcarbonat so weit 
von der Benzoesiure befreit, daB nach 9 Monaten die Krystalli- 
sation des gewiinschten Produkts begann und dann durch Impfen 
und Reiben rasch zu Ende gefiihrt werden konnte. Ausbeute 
am Rohprodukt 50,2 g = 50°/, d. Th., Schmelzp.79—80°% Misch- 
schmelzpunkt mit ¢-Benzoylleuzin (79°) unscharf 76° Es wurde 
versucht, die Substanz aus kochendem Wasser umzukrystallisieren; 
es fielen beim Erkalten jedoch stets wieder Oltropfen aus, die 
nur durch Impfen zur Krystallisation zu bringen waren. Nicht 
zu vermeidende Einschliisse von Mutterlauge mégen die un- 
befriedigenden Ergebnisse der Klementaranalyse erkliren, wofiir 
tiber P,O, bei 35° im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet wurde. 

4,562 mg Substanz gaben 11,130 mg CO,, 3,240 mg H,0O. 


4,545 mg - » 11,060 mg CO,, 8,180 mg H,0. 
4,855 mg 9 - 0,239 ccm N (746 mm, 22°). 
Fir C,,H,,0,;N  Mol,-Gew. 249,2 


7[* 
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Ber, 67,44°%, C 7,68°/, H 5,62°/, N 
Gef. 66,56 7,95 5,59 
66,39 7,83 


Bromierung: 10 g des Rohprodukts der e«-Benzoyl-methyl-amino- 
capronsiure wurden mit 1 g rotem Phosphor verrieben und allmihlich, zu- 
erst unter Kiihlung, 8 cem Brom zugetropft. Das schwerfliissige Reaktions- 
produkt wurde bis zur Entfernung der Hauptmenge des iiberschiissigen 
Broms und des sich entwickelnden Bromwasserstoffs auf dem Wasserbad 
schwach erwiirmt und dann in ungefihr einen Liter kalten Wassers ge- 
geben; das mit Schwefeldioxyd gesiittigte Gemisch wurde wihrend einiger 
Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt. Das dlige Reaktionsprodukt 
entfiirbte sich zwar, wurde aber nicht krystallin, wie es bei der nicht methy- 
lierten Verbindung der Fall ist (v. Braun, a. a. 0). Es wurde nunmelr von 
der schwefligsauren Lésung getrennt, mehrfach mit Wasser gewaschen und 
in Athylalkohol gelést; durch Zusatz von Wasser fillt es als Ol wieder 
aus und bleibt dlig auch nach mehrfachem Umfiillen aus Alkohol-Wasser 


sowie anderen organischen Lésungsmitteln. 


e-Benzoyl-e-methyllysin. Der dlige Bromkérper wurde 
mit kaltgesittigter Ammoniaklésung iibergossen. Hierin ging er 
bis auf ganz geringe schmierige Riickstiinde in Lésung. Die 
filtrierte Lésung wurde acht Wochen lang bei Zimmertemperatur 
stehengelassen; es bildete sich kein Niederschlag wie bei der 
entsprechenden Darstellung des «-Benzoyllysins. Daher wurde auf 
dem Wasserbad eingedampft und dabei in mehreren Fraktionen 
3,8 g einer Substanz gewonnen, die bei 225—227° schmolz. Aus- 
beute = 35,8°/, d. Th., ber. auf Benzoyl-methyl-aminocapronsiure. 

Zur Analyse wurde zweimal aus Wasser umkrystallisiert und 
iiber Phosphorpentoxyd bei 100° im Hochvakuum getrocknet. 


4,454 mg Substanz gaben 10,335 mg CO,, 3,190 mg H,0. 


4,354 mg . » 10,120 mg CO,, 3,050 mg H,O. 
8,820 mg ui » 0,839 cem N, 762 mm, 18° 
Fiir C,,H,.0,N,  Mol.-Gew. 264,2. 
Ber. 63,60, C 7,63°/, H 10,53°/, N 
Gef. 68,29 8,01 10,44 
63,39 7,84 


Der Schmelzpunkt der analysenreinen Substanz lag bei 232°. 
Ein Mischschmelzpunkt mit «-Benzoyllysin (268°) war sehr un- 
scharf. Die Substanz begann bei 229° zu sintern und war bei 
240° noch nicht véllig geschmolzen. 

Das «-Benzoyl-e-methyllysin krystallisiert in regelmaBigen, 
vierkantigen Prismen und zeigt nicht die fiir e-Benzoyl-lysin 
typische Rosettenbildung. Es ist schwer léslich in Alkohol, gut 
léslich in Wasser (leichter als s-Benzoyl-lysin), léslich in Saéuren 
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und Laugen. Aus ammoniakalischer Lésung wurde es durch 
Essigsaiure nicht ausgefiallt. 

2,6 g (1/15) Mol) wurden in 100 ccm 20-prozentiger Salzsiure 
25 Stunden lang am Riickflu8kiihler unter Durchleiten von CO, 
gekocht. Abgeschieden wurden 1,15 g Benzoesiure = 94°/, d. Th. 
Die benzoesiurefreie salzsaure Liésung ergab beim Eindampfen 
im Vakuum einen stark hygroskopischen Sirup, leicht léslich in 
kaltem Athylalkohol, mit alkoholischer Platinchlorwasserstoffsiure 
nur geringfiigige Fallung, starke Fallung mit Kaliumwismutjodid. 

Die restlichen zwei Drittel des sirupésen Chlorhydrats wurden 
mit Silberacetat in das Acetat verwandelt, das ebenfalls nur als 
Sirup zu erhalten war. Seine alkoholische Lésung diente zur 
Darstellung des Pikrats oder Pikrolonats. 

Pikrat: 5 cem der alkoholischen Lésung wurden mit 20 ccm einer 
alkoholischen Lésung versetzt, in der 0,7 g frisch aus Benzol umkrystalli- 
sierte Pikrinsiure gelést waren. Wihrend 24 Stunden langen Stehens fiel 
allmahlich ein gelber Niederschlag aus, der abgesaugt und getrocknet wurde. 
Die so gewonnenen 0,9 g Pikrat wurden in 50 cem Wasser in der Wiirme 
gelést, in denen sie nach dem Erkalten auch nach drei Tagen noch gelést 
waren. Erst nach Einengen der Lésung auf ungefihr 10 cem konnten 0,8 g 
Pikrat zuriickgewonnen werden. Diese wurden gut im Hochvakuum ge- 
trocknet und analysiert: 


4,224 mg Substanz gaben 6,240 mg CO,, 1,990 mg H,0. 


3,475 mg ' 55 0,537 com N (752 mm, 20°). 
3,880 mg . » 0,524 ecem N (751 mm, 19°). 
Fiir C,H,,0,N,-C,H,0,N, Mol.-Gew. 389,3. 
Ber. 40,09°%, C 4,92°/, H 18,00°/, N 
Gef. 40,29 5,27 17,81 
17,91 


Das Pikrat sinterte bei 190° und zersetzte sich langsam bei 
227°. Es ist in Alkohol schwer, im Wasser verhiltnismaBig 
leicht léslich. 

Pikrolonat: 5 ccm der alkoholischen Liésung des Acetats 
wurden mit 50 ccm einer alkoholischen Lésung versetzt, in denen 
0,7 g Pikrolonsiure gelést waren. Ks fiel sofort ein starker Nieder- 
schlag, der nach 24 Stunden abgesaugt wurde. Die gewonnenen 
1,1 g Pikrolonat wurden in 50 ccm heiBem Wasser gelést, beim 
Erkaiten der Lésung krystallisierten 0,2 g wieder aus. 

Im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 100° trat ein 
Gewichtsverlust von 3,89°/, ein. Die so getrocknete Substanz 
war sehr hygroskopisch; sie wurde in lufttrockenem Zustand ana- 
lysiert. Die gefundenen Werte stimmten auf das mit einem Mol 
Krystallwasser krystallisierte Pikrolonat: 
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4,254 mg Substanz gaben 7,160 mg CO,, 2,300 mg H,O. 


4,310 mg ¥ » 1,280 mg CO,, 2,360 mg H,O. 
3,410 mg i » 0,563 com N (751 mm, 19%). 
$,210 mg ™" » 0,526 cem N (751 mm, 18°). 
Fiir C,H,,0,N,, C,)H,;0;N,, 1H,O Mol.-Gew. 442,4. | 
Ber. 46,14°/, C 5,93°/, H 19,09°/, N 
Gef. 45,90 6,05 19,07 ; 
46,06 6,13 19,05 


Krystallwasserbestimmung. 


Fiir ein Mol Krystallwasser berechnet: 4,07 °/, 
Beim Trocknen als Gewichtsverlust gefunden: 8,55°/,, 3,89°/,. 


Das lufttrockene Pikrolonat zersetzte sich rasch bei 228°. 
Seine Léslichkeit in Alkohol ist gering, geringer als die des 
Pikrats. Seine Léslichkeit in Wasser entspricht ungefaihr der 
des Pikrats. 
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Monobetaine vom Lysin.’) 


Von 


Rudolf Enger und Friedrich Halle. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juli 1930.) 


t- ome 
Das «-Monobetain des Lysins. NH,-CH,-CH,-CH,-CH|N(CH,),]-COO 


ist von der é-Benzoylamino-a-bromcapronsiure aus auf zwei Wegen 
zu erreichen. Entweder kann man dieselbe direkt mit Trimethyl- 
amin im EinschluBrohr reagieren lassen oder man setzt sie zu- 
nachst mit Ammoniak zum «-Benzoyllysin um und methyliert 
dasselbe dann mit Dimethylsulfat. Bei der Abspaltung der 
Benzoylgruppe darf man die Konzentration der Saure, die zur 
Hydrolyse benutzt wird, nicht zu hoch wihlen, da bei der Spaltung 
mit 37°/,iger Salzsiure im EKinschluBrohr bereits Trimethylamin 
abgespalten wird. Mit 20°/,iger Salzsiure erhalt man in 25 Stunden 
eine vollstindige Abspaltung des Benzoylrestes, ohne daB die 
Betaingruppe angegriffen wird. Zur Identifizierung des «-Mono- 
betains eignet sich dessen Goldsalz sehr gut. Ackermann?) 
fand fir i-Lysin ein Goldsalz mit einem Molekil Goldchlor- 
wasserstoffsiure pro Stickstoffatom, fiir d-Lysin ein Salz mit 
3 Molekiilen Goldchlorwasserstoffsiure auf 4 Stickstoffatome. Der 
letzteren Zusammensetzung entsprach ebenfalls das Goldsalz, das 
wir vom «-Monobetain des Lysins erhielten. Auch durch Fillen 
mit einem groBen UberschuB von Goldchlorid und Umkrystallisation 
aus goldchloridhaltiger Lésung ist es nicht gelungen, ein Priparat 
von héherem Goldgehalt zu gewinnen. Das Goldsalz enthalt kein 
Krystallwasser und unterscheidet sich auch im Schmelzpunkt vom 
Goldsalz des ¢-Isomeren. 


—_—--— 





1) Vgl. zum Teil Enger, Diss. phil. Leipzig 1928. 
*) Diese Z. 56, 313 (1908), 
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ao = 
Das «-Monobetain des Lysins (CH,),N-CH,-CH,-CH,-CH(NH,)-COO 


ist wesentlich schwerer zuginglich, weil man vom e-Benzoyllysin 
ausgehen mu. Dieses ist nur auf dem Umweg iiber die Lysur- 
siiure darzustellen. Bei vorsichtiger Spaltung mit Bariumhydroxyd 
kann es aus dieser erhalten werden, ganz entsprechend der von 
Sérensen, Héyrup und Andersen!) durchgefiihrten Ornithur- 
siurespaltung zum «¢-Monobenzoylornithin. Aus Lysursiure ent- 
stehen im Gegensatz zum Verhalten der Ornithursiure stets beide 
Monobenzoyllysine: @-Benzoyllysin (Schmelzp. 230°) und «-Benzoyl- 
lysin (Schmelzp. 254°). Indessen kann man durch Hinhalten ganz 
bestimmter Versuchsbedingungen die Reaktion so leiten, daB das 
gewiinschte «-Benzoyllysin weit itiberwiegt. Wir haben bis 85°/, 
der gespaltenen Lysursiure erhalten. 

d-Lysursiiure haben bereits P. Karrer, und M. Ehrenstein’) 
gespalten; sie erhielten Lysin, «-Benzoyllysin und nur so wenig 
eines Isomeren, daB sie seine Konstitution nicht mit Sicherheit 
feststellen konnten. Beim ¢-Benzoyllysin fiihrten sie den Beweis 
dadurch, daB sie es mit Nitrosylbromid in die e@-Bromsiure ver- 
wandelten und diese zur é-Benzoylamino-n-capronsiure reduzierten. 

Da wir gréBere Mengen «-Benzoyllysin zur Verfiigung hatten, ver- 
suchten wir den Beweis fiir die Konstitution auf die gleiche Weise zu fiihren. 
Der Ersatz der «é-stindigen Aminogruppe durch Brom geht jedoch viel 
schwerer. Wir konnten die Bromsiiure nicht in geniigender Menge rein 
erhalten. 

Daher fiihrten wir den Konstitutionsbeweis nur indirekt per 
exclusionem. Es sind 2 isomere Toluolsulfobenzoyllysine méglich. 
Toluolsulfonieren des in gréBerer Menge auftretenden Spalt- 
produktes (Monobenzoyllysin Schmelzp. 230°) liefert ein p-Toluol- 
sulfobenzoyllysin vom Schmelzp. 140°, das nicht identisch ist mit 
dem von Steib*%) aus ¢é-Benzoyllysin und p-Toluolsulfochlorid 
dargestellten isomeren e-Benzoyl-«-p-toluolsulfolysin vom Schmelz- 
punkt 197° Kin damit identisches Priparat vom Schmelzp. 199° 
erhielten wir dagegen, als wir das in sehr geringer Menge bei der 
Lysursiurespaltung anfallende andere Monobenzoyllysin (Schmelz- 
punkt 254°) toluolsulfonierten. Dieses e-Benzoyl-a-p-toluolsulfolysin 
wird durch Dimethylsulfat und Alkali in a@-Stellung methyliert 
zur Methylverbindung vom Schmelzp. 173° Ein ¢«-Benzoyl-e- 





1) Diese Z. 76, 52, 69 (1911/12). 
2) Helvet. chim. Acta 9, 327, 1063 (1925). 
8) Diese Z. 155, 295 (1926). Diss. Leipzig 1926, 48. 
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methyllysin, hergestellt aus «-Benzoyl-a-brom-n-capronsiure und 
Methylamin, gibt bei der Toluolsulfonierung die gleiche Substanz, 
die aber bei 180° schmilzt. Beide Substanzen gemischt schmelzen 
bei 175—- 176°, zeigen also keine Depression. Die héher schmelzende 
konnte in gréBerer Menge aus reinem Ausgangsmaterial dargestellt 
werden. Es liegt also e-Benzoyl-c«-methyl-e-toluolsulfolysin vor. 
Das isomere é-Benzoyl-s-methyl-a-toluolsulfolysin vom Schmelz- 
punkt 168° stellten wir ebenfalls vielleicht noch nicht in ganz 
reinem Zustande her. Wir gingen dabei vom ¢-Benzoyl-«e-methyllysin 
(Priparat von Steib, Schmelzp. 232°') aus, dessen Konstitution 
durch seine Synthese aus e-Methylaminocapronsiure sichergestellt 
ist. Dieses «-Benzoyl-s-methyl-c-p-toluolsulfolysin schmolz mit der 
aus Lysursiure gewonnenen Verbindung (Schmelzp. 173°) gemischt 
bei 157°, das Gemisch zeigte also eine deutliche Depression. 

_ Das in kleiner Menge bei der Barytspaltung der Lysursiure 
anfallende Monobenzollysin erweist sich also als die «-Benzoyl- 
verbindung. Der Schmelzp. 254° weicht zwar von der Angabe 
bei von Braun?) 263° und 268° ab; doch ist von so hoch in 
der Nahe von Zersetzungstemperaturen liegenden Schmelzpunkten 
keine absolute Konstanz zu erwarten. Das Benzoyllysin gibt die 
gleiche p-Toluolsulfoverbindung wie das auf andere Weise erhaltene 
é-Benzoyllysin. Bei der Methylierung entsteht e-Benzoyl-a«-methyl- 
a,p-toluolsulfolysin, wie durch Vergleich und Mischschmelzpunkt 
mit der aus é-Benzoyl-g-methyllysin erhaltenen Verbindung be- 
wiesen wird. Demnach muf das als Hauptprodukt der Spaltung 
auftretende andere Monobenzoyllysin die «-Verbindung sein. 

Das aus diesem «-Benzoyllysin dargestellte «, p-Toluolsulfo-a- 
benzoyl-lysin (Schmelzp, 140°) liefert bei Methylierung auffallender- 
weise ein ¢p-Toluolsulfo-a-benzoyl-a-methyllysin vom Schmelz- 
punkt 148°. Durch die verschiedene Darstellung und Vergleich 
von 8 der 4 tiberhaupt méglichen isomeren Methyltoluolsulfobenzoyl- 
lysine ist die Konstitution der Spaltprodukte geniigend gestiitzt. 

Das «-Benzoyllysin laBt sich mit Dimethylsulfat an der freien 
é-Aminogruppe leicht erschépfend methylieren. Interessanterweise 
zeigt sich, daB die Abspaltung der Benzoylgruppe hier schwerer 
vor sich geht, als beim «-Benzoyl-q-trimethyllysin, daB also ent- 
sprechend der Lysurséure auch bei den Methylierungsprodukten 
des Lysins die @-Benzoylgruppe nicht so leicht abspaltbar ist, wie 


1) Diese Z. 191, 100 (1930). 
*) Ber. chem. Ges. 42, 844 (1909). 
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die «-stiindige. Das Goldsalz des «-Monobetains unterscheidet sich 
durch den Goldgehalt — es kommt ein Molekil Goldchlorwasser- 
stoffsiure auf ein Stickstoffatom — den Krystallwassergehalt und 
den Schmelzpunkt véllig von dem Goldsalz des a-Monobetains 
des Lysins. Mit dem Goldsalz des von Kapfhammer!’) aus 
methyliertem Casein gewonnenen Monobetains stimmt es in der 
Zusammensetzung, dem Krystallwassergehalt, dem Schmelzpunkt 
und dem Mischschmelzpunkt restlos iiberein, so daB man mit 
Sicherheit annehmen kann, daB es sich bei diesem um das 
é-Monobetain handelt. Sein Drehungsvermégen wurde nicht be- 
stimmt. Alle in dieser Arbeit erwihnten synthetischen Pro- 


dukte sind Racemate. 
Versuchsteil. 
Darstellung des «-Monobetains von Lysin. 

é-Benzoyl-e-trimethyllysin.—10g s-Benzoylamino-«-brom- 
n-capronsiure*) werden mit 20 ccm 33°/,iger alkoholischer Tri- 
methylaminlésung und 40 ccm Alkohol 3 Stunden im EinschluBrohr 
auf 80° erhitzt. Der Alkohol und das iiberschiissige Trimethylamin 
werden im Vakuum auf dem Wasserbad entfernt, und der Riick- 
stand in Wasser gelést. Die Liésung wird mit Silbersulfat gefallt 
und mit Bariumhydroxyd alkalisch gemacht. Im Filtrat wird das 
iiberschiissige Bariumhydroxyd mit Schwefelsiure quantitativ ent- 
fernt und nach Abfiltrieren des Bariumsulfates die Lésung ein- 
geengt. Die Ausbeute an rohem Betain betrigt etwa 90°/, der 
Theorie. Da das Betain nur schlecht krystallisiert, wird mit einer 
30°/,igen salzsauren Goldchloridlésung das Goldsalz dargestellt, 
das nach einigem Stehen in breiten, schiefwinkeligen Tifelchen 
ausfaillt, die gerade Ausléschung zeigen. Das Produkt ist in 
kaltem Wasser und Alkohol schwer léslich. Zur Analyse wird 
es aus wiBriger Salzsiure umkrystallisiert und tiber Phosphor- 
pentoxyd im Vakuum bei 100° zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Schmelzpunkt: Die Substanz beginnt bei 160° zu sintern und 
ist bei 181° klar geschmolzen. 

Mikroanalysen nach Pregl wurden mit 5—10 mg ausgefihrt: 

C,,H,,O,N,AuCl, (Mol.-Gew. 632,26) 


Ber. 30,41°/, C 8,99°/, H 4,44°/, 81,24°/, Au 
Gef. 30,47 3,89 4,47 81,07 
30,69 4,11 4,48 80,82 


1) Habilitationsschrift, Leipzig 1925, 56; vgl. auch folgende Mitteilung. 
*) Diese Z. 191, 98 (1930). 
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a-Trimethyllysin. — 2,5 g «-Benzoyl-qa-trimethyllysin 
werden 25 Stunden mit 100 ccm 20°/,iger Salzsiiure am RiickfluB 
erhitzt. Nach dem Erkalten wird die ausgeschiedene Benzoesiure 
abfiltriert und das Filtrat ausgeithert. Die so abgetrennte Benzoe- 
siiure entspricht in ihrer Menge etwa der Theorie. Das wiBrige 
Filtrat wird im Vakuum auf dem Wasserbad eingeengt. Der 
hygroskopische Riickstand (etwa 1,8 g) krystallisiert nicht. 
Goldsalz des «-Trimethyllysins. — Fallt man die salzsaure 
Lésung des Hydrochloridsirups vom a@-Trimethyllysin mit 30°/, iger 
salzsaurer Goldchloridlésung, so erhilt man sofort einen krystal- 
linen Niederschlag, der aus wibriger Salzsiiture umkrystallisiert 
werden kann. Unter dem Polarisationsmikroskop sieht man meist 
doppelbrechende Prismen. Die Substanz ist in kaltem Wasser 
und Alkohol schwer léslich. Das lufttrockene Priparat erleidet 
auch beim Trocknen im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 
100° keinen Gewichtsverlust und zeigt keinerlei Zersetzungs- 
erscheinung. Schmelzp. 207—208° unter Gasentwicklung. 
Mikroanalysen nach Pregl wurden mit 8—10 mg ausgefiihrt: 
C,.H,3N,0,Au,Cl,, (Mol.-Gew. 1396,47) 
Ber. 15,479, C  3,119% H 4,019, N  42,36°/, Au _—-80,47°/, Cl 
Gef. 15,47 2,99 4,01 42,35 30,45 
15,58 3,06 4,00 42.37 30,79 


Spaltung der Lysursaure. 


12 g i-Lysursiure (Schmelzp. 145,1°, korr.) wurden in einer 
Platinflasche in 500 ccm 0,2 n-Bariumhydroxydlésung heib gelést 
und 10 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Die heiBe Liésung 
wurde mit konzentrierter Salzsiure schwach kongosauer gemacht. 
Nach laingerem Stehen und Abkihlen krystallisierte die nicht 
gespaltene Lysursiure (etwa 50°/,) aus, sie wurde abfiltriert und 
wieder unter analogen Bedingungen der Spaltung mit Barium- 
hydroxyd unterworfen und mit der auch diesmal noch nicht um- 
gesetzten Lysursiure der Ansatz ein drittes Mal wiederholt. Ins- 
gesamt waren dann 70°/, der Lysursiure gespalten. 

Zur Isolierung der in den salzsauren Filtraten gelésten Spalt- 
produkte (Monobenzoyllysine) wurde zunichst die Benzoesiure 
durch Ausschiitteln mit Chloroform—Athergemischen entfernt. Wir 
erhielten 2,7 g = 97°/, der abgespaltenen Benzoesiure. 

Zur Trennung vom Bariumchlorid wurden die salzsauren 
Lésungen genau neutralisiert im Vakuum zur Trockne eingeengt, 
der Riickstand mit Salzsiure kongosauer gemacht und die Benzoyl- 
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lysinhydrochloride daraus mit Alkohol quantitativ extrahiert. Das 
Extrakt wurde mit Wasser verdiinnt, der Alkohol im Vakuum 
verjagt und bis auf 50 ccm die stark kongosaure leicht triibe 
Lésung der Benzoyllysine eingeengt. Diese Lésung wurde wieder 
genau mit Bariumhydroxyd neutralisiert, wobei eine J. Fraktion 
2,7 g Benzoyllysin, Schmelzp. 225°, ausfiel. Durch Einengen und 
Abkiihlen wurden folgende weitere Krystallisationsfraktioner ge- 
wonnen: IJ. 1,1 g, Schmelzp. 230°, Ill. 0,7 g, Schmelzp. 230°, 
IV. 0,2 g, Schmelzp. 225°. Durch sehr weitgehendes Konzen- 
trieren und Abkiihlung fielen schlieBlich noch zwei sehr leicht 
lésliche Fraktionen aus: VY. 0,1 g, Schmelzp. 228°, VI. 0,2 g, 
Schmelzp. 252°. Das sind insgesamt 5,5 g = 89°/, der Theorie. 
Umkrystallisationen der einzelnen Fraktionen aus Wasser lieBen 
deutlich erkennen, daB es sich um zwei verschieden lésliche 
Benzoyllysine A und B von verschiedenem Schmelzpunkt handelte. 
Umkrystallisierte Fraktionen: 
A: I. 1,6 g, Schmelzp. 230°, II. 1,0 g, Schmelzp. 228°, III. 0,4 g, 
Schmelzp. 229°, IV. 0,1 g, Schmelzp. 229°; insgesamt 4 g. 
B: V. 0,05 g, Schmelzp. 254°, VI. 0,2 g¢, Schmelzp. 252° (Schmelz- 
punkt korr.); insgesamt 0,25 g. 
A erwies sich als «-, B als «-Benzoyllysin (vgl. oben und 
folgende Derivate). 
a-Benzoyllysin (AI.), Schmelzp. 230° korr., krystallisiert 
mit 1 Mol. H,O, das es beim Trocknen iiber Phosphorpentoxyd 
bei 138° verliert, wasserfrei, Schmelzp. 235° korr. 
Mikro-Preg] mit 4—5 mg. 
C,,;H,,0;N,-H,O Mol.-Gew. 268,18 
Ber. 58,17°/, C 7,52°/, H 10,45 °/, N 
Gef. 517,79 7,72 10,45 
» 57,89 7,40 = 
Léslichkeit in kaltem Wasser: 0,13:100. 
é-Benzoyllysin (B V.) wurde 2 mal umkrystallisiert, Schmelz- 
punkt 254° korr. 
Die Mengenverhiltnisse der aus der Spaltung erhaltenen 
Monobenzoyllysine sind etwa: «-Benzoyllysin (A) : s-Benzoyllysin (B) 
= 85,5:5,5°,. 


Darstellung der zwei isomeren p-Toluolsulfobenzoyllysine. 


1. «,p-Toluolsulfo-a@-benzoyllysin. — 3,9 g a-Benzoyl- 
lysin (Spaltprodukt A) wurden in 8 ccm 2n-Natronlauge gelést 
und mit 11 g p-Toluolsulfochlorid in 50 ccm Benzol unter Zusatz 
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von 28 ccm 20°/,iger Natronlauge 2 Stunden geschiittelt. Die 
waBrige Schicht wurde abgetrennt, filtriert und mit verdiinnter 
Salzsaiure bis zur kongosauren Reaktion versetzt. Das ausgefallene, 
rohe halb krystalline, halb schmierige Reaktionsprodukt wurde 
aus etwa 1 Liter 50°/,igem Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute 
rein 4,5 g = 77°/, der Theorie, Schmelzp. 140° korr. 
Mikro-Pregl. 
C,,H,,0,;N,S Mol.-Gew. 404,29 
Ber. 59,37, C 5,98 °/, H 6,93 °/, N 
Gef. 59,55 6,06 6,96 
2. e-Benzoyl-a,p-toluolsulfolysin. — 0,25 g «-Benzoyl- 
lysin (Spaltprodukt B) wurden wie 1. toluolsulfoniert. Ausbeute 
rein 0,1 g = 27°/, der Theorie, Schmelzp. 199° korr. 


Darstellung des «-Benzoyl-a-methyllysins. 

5 g e-Benzoylamino-e-brom-n-capronsdure wurden mit 20 ccm 
absolutem Alkohol und 10 ccm 33°/,iger alkoholischer Methy|- 
aminlésung 2 Stunden im EjinschluBrohr auf 80° erhitzt. Der 
Alkohol und das iiberschiissige Methylawin wurden im Vakuum 
auf dem Wasserbad entfernt. Der Riickstand besteht aus der 
gesuchten Siure und Methylaminhydrobromid. Eine Probe des- 
selben lést sich klar in wiBriger Salzsiure. Die Hauptmenge 
wurde mit absolutem Alkohol zur Entfernung des Methylamin- 
hydrobromids mehrfach extrahiert und aus Wasser umkrystalli- 
siert. Ausbeute 3,8 g, Schmelzp. 234° unter Zersetzung; Krystall- 
form: schmale schiefwinklige doppelbrechende Tafelchen. 

Mikro-Pregl. 
C,,H,.N,0, Moil.-Gew. 264,2 
Ber. 63,60°/, C 7,63 °/, H 10,53 9, N 
Gef. 63,57 7,59 10,50 


Methyltoluolsulfobenzoyllysine. 


Darstellung der beiden isomeren Methyl-«-benzoyl-c, p-toluol- 
sulfolysine. 

1. e-Benzoyl-a«,p-toluolsulfo-a@-methyllysin. — a) lg 
é-Benzoyl-a-methyllysin (Schmelzp. 234°) wurde wie oben toluol- 
sulfoniert. Ausbeute rein 0,1 g, Schmelzp. 180° korr. 

Mikro-Pregl. 
C,,H,,0;N,5 Mol.-Gew. 418,29 
Ber. 60,25 °/, C 6,27°/, H 6,70°/, N 
Gef. 60,22 6,30 6,61 
» 60,30 6,18 = 
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b) 0,1 g «-Benzoyl-e,p-toluolsulfolysin (aus Spaltprodukt B, 
Schmelzp. 199°) wurde mit 1g Dimethylsulfat und 1 g Kalium- 
hydroxyd in 7,5 com Wasser 3 Stunden geschiittelt, 1 Stunde auf 
dem Wasserbad erwirmt, filtriert, mit gleicher Menge Alkohol 
versetzt und mit Salzsiure kongosauer gemacht. Durch Ab- 
kiihlen und Einengen fallt das Reaktionsprodukt krystallin aus, 
es wird aus 50°/,igem Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute rein 
0,05 g = 49°/, der Theorie, Schmelzp. 173° korr. 


Mikro-Pregl. 
Gef. 60,29 °/, C 6,51°/, H 6,62 /, N 


Bestimmung des Mischschmelzpunktes der nach a) und b) 
dargestellten Priparate, 1:1 gemischt. 

a) Schmelzp. 180° + b) Schmelzp. 173° gibt als Mischschmelz- 
punkt 175—176° korr. 

2. e-Benzoyl-e-methyl-a,p-toluolsulfolysin. — 0,3 g 
&-Methyl-é-benzoyllysin (Rohprodukt von Steib?), Schmelzp. 227°) 
wurden wie oben toluolsulfoniert. Ausbeute 0,23 g, Schmelz- 
punkt 168° korr. 

Mikro-Preg]. 
Gef. 59,99° C 614°), H 

Bestimmung des Mischschmelzpunktes der nach 1b) und 2. 
dargestellten Priparate, 1:1 gemischt: 

1b) Schmelzp. 173° + 2. Schmelzp. 168° gibt als Misch- 
schmelzp, 157° korr. 


Darstellung des ¢,p-Toluolsulfo-a-benzoyl-a-methyllysins. 


4,4 g «,p-Toluolsulfo-@-benzoyllysin (aus Spaltprodukt A, 
Schmelzp. 140°) wurden mit 15 g Dimethylsulfat unter Zusatz 
von 15g Kaliumhydroxyd in 100 ccm Wasser in 5 Portionen 
10 Stunden geschiittelt, 1 Stunde auf dem Wasserbad erwirmt, 
filtriert, 50°/,ig alkoholisch gemacht und mit verdiinnter Salz- 
siure neutralisiert. Das rohe Reaktionsprodukt fallt krystallin 
aus, es wurde 2mal aus 50°/,igem Alkohol umkrystallisiert. 
Ausbeute rein 3,8 g = 83,5°/, der Theorie, Schmelzp. 148° korr. 


Mikro-Preg]. 
Gef. 60,30°/, C 6,31°/, H 6,68 /, N 





1) Diese Z. 191, 100 (1930). 
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Darstellung des e-Monobetains vom Lysin. 


1,45 g a-Benzoyllysin wurden mit 20 ccm Wasser, 16 g 
Bariumhydroxyd und 6 ccm Dimethylsulfat 36 Stunden bei Zimmer- 
temperatur unter haufigem Umschiitteln stehengelassen, wobei 
die Lésung sich anfangs deutlich erwirmte. Nach Neutralisation 
mit konzentrierter Salzsiure wurde die Lésung auf einen Salz- 
siuregehalt von etwa 20°/, gebracht und 36 Stunden am Riick- 
fluB gekocht. Nach dem Erkalten wurden durch Ausithern nur 
0,2 g Benzoesiure gewonnen. Die Spaltung war also unvoll- 
stindig. Nach quantitativer Fillung der noch vorhandenen 
Schwefelsiure mit Bariumhydroxyd wurde das Filtrat im Vakuum 
auf dem Wasserbad eingeengt und der Riickstand nochmals mit 
konzentrierter Salzsiure (d = 1,19) 20 Stunden am RiickfluB ge- 
kocht, wodurch die Abspaltung der Benzoesiure vollstindig ge- 
lang. Sie wurde durch Ausithern entfernt, die salzsaure Lésung 
im Vakuum zur Trockne gebracht und aus dem Riickstand das 
Hydrochlorid mit Alkohol extrahiert. Nach Verjagen des Alkohols 
krystallisiert das e-Trimethyllysindihydrochlorid in hygroskopischen 
doppelbrechenden Prismen. Ausbeute roh etwa 80°/, der Theorie. 

Goldsalz des «-Trimethyllysins. — Bei der Fallung 
eines Teiles der waBrigen Dihydrochloridlésung mit 30 °/,iger 
salzsaurer Goldchloridlésung entsteht sofort ein reichlicher gold- 
gelber krystalliner Niederschlag, der sich aus doppelbrechenden 
Krystallchen zusammensetzt. Es wird mehrfach aus verdiinnter 
Salzsiure umkrystallisiert. Das Priparat wird bei 80° im Vakuum 
iiber Phosphorpentoxyd zur Gewichtskonstanz getrocknet, wobei 
es sich leicht verfarbt. Schmelzp. 187—189°. 

Mikro-Pregl. 
C,H,,0,N,Au,Cl, Mol.-Gew. 867,3 
Ber. 12,43°/, C 2,67 °/, H 8,22 °/, N 45,36 °/, Au 
Gef. 12,46 2,78 3,23 44,95 
» mat 2,50 3,10 44,88 

Bestimmung des Mischschmelzpunktes dieses Priiparates mit 
dem Goldsalz aus methyliertem Casein von Kapfhammer’): 

é-Trimethyllysinaurat, Schmelzp. 187—189° + Goldsalz Kapf- 
hammer, Schmelzp. 187-1899, gibt als Mischschmelzp. 187—189°. 





1) Diese Z. 191, 112 (1930). 








Isolierung von &-Monobetain des Lysin aus methyliertem 
Casein. 


Von 


Joseph Kapfhammer (Freiburg i. Br.). 





(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juli 1930,) 


Die Anwesenheit von freien basischen Gruppen im nativen 
EKiweiB sind durch dessen amphotere EKigenschaften bezeugt. Sie 
lassen sich aber nur schwierig, daher nicht genau genug titri- 
metrisch und nach van Slyke bestimmen; auch qualitativ ist 
iiber ibre Natur nur sehr wenig bekannt. Um zu erfahren, welchen 
Bausteinen des KiweiBes sie angehdren, veriindert man sie in 
charakteristischer Weise, hydrolysiert und versucht dann die so 
kenntlich gemachten Bausteine aus dem Hydrolysat zu isolieren. 
Es sind also nur solche Reaktionen zu brauchen, bei denen das 
KiweiB selbst nicht aufgespalten wird und die bei der Hydrolyse 
nicht wieder riickgiingig gemacht werden, zwei Bedingungen, die 
nicht leicht zu erfillen sind. Man hat desamidiert [Skraup, 
neuerdings Steudel')], und verschiedene Siurereste eingefiihrt, 
bei vorsichtiger Hydrolyse kénnen sie am Baustein haften bleiben. 
Eigene Versuche?), die endstindigen Aminosiuren durch Uber- 
fiihrung in Guanidosiuren zu kennzeichnen, haben zu keinem 
Erfolg gefiihrt, da die Isolierung reiner Guanidosiuren nicht 
gelang. Auch durch Alkylierung laibt sich die endstiindige 
Aminogruppe hydrolysebestiindig festlegen. Sie kann 1, 2 oder 
3 Alkyle aufnehmen. Kossel methylierte mit Jodmethyl und mit 
Dimethylsulfat und glaubte, daB Betaine entstehen. Herzig und 
Landsteiner meinten, daB nur je ein Methyl von einem N-Atom 
aufgenommen wird, daB aber der peptidgebundene Stickstoff auch 
reagiert. Sie methylierten mit Diazomethan, trotz der auch ihnen 





1) Diese Z. 183, 168 (1929); 187, 203 (1930). 
*) Habilitationsschrift Leipzig 1925. 
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bekannten Bedenken iiber dessen Reaktionsfihigkeit. Methylierung 
bietet den Vorteil, daB sich die eingefiihrten Gruppen nach Zeisel 
selbst bei kleinen Einwagen bestimmen lassen. Leider hat aber 
die N-Methylzahl in den Untersuchungen von Kossel, Edl- 
bacher, Felix einerseits, Landsteiner und van Slyke anderer- 
seits keinen Kinblick in den Aufbau der Proteine gestattet. Das 
gleiche gilt von einer eben erschienenen Untersuchung Abder- 
haldens!) an methylierter Gelatine. 

Es schien mir méglich, auf priparative Weise die Frage zu 
lésen, wenn es gelingt, die in groBer Menge entstandenen normalen 
unverinderten Bausteine aus dem Hydrolysat zu entfernen. Dies 
ist mit chemischen Mitteln nur sehr schwer méglich, denn die 
basischen Higenschaften der Betaine sind nicht sehr ausgesprochen, 
und das Verhalten der weniger methylierten Aminosiuren gleicht 
durchaus dem der nicht methylierten Ausgangsstoffe. Dem 
Koérper gegeniiber mit seinen fein abgestuften Enzymen verhalten 
sich die Methylverbindungen aber ganz anders. Es schien aus- 
sichtsreich, die groBe Menge der normalen Bausteine aus dem 
Hydrolysat wegzubringen, indem man dieses verfiitterte und jene 
vom Tierkérper verbrennen lie; unverbrannt bleiben und daher 
im Harn zu finden sein muBten dann entweder die Betaine oder 
die weniger methylierten v-Aminosiuren. 

Beide Stoffe bestehen aus Vertretern, die fiir den Tierkérper schwer 
angreifbar sind und ihn unverindert durchlaufen. Dies haben Kutscher 
und Ackermann fiir die Betaine, E. Friedmann fiir die Methylamino- 
siuren bewiesen. Nur das Sarkosin macht hier eine Ausnahme. Die Betaine 
lassen sich als schwach basische Stoffe aus dem Harn mit Phosphor- 
wolframsiiure ausfiillen, die a-Monomethylaminosiuren wiirden im Filtrat 
davon stecken und sollten sich nach geeigneter Acylierung in Form von 
Siiuren gewinnen lassen, die in Wasser schwer, in Ather leicht léslich sind. 

Man kénnte den Einwand machen, daB die schwer verbrennlichen Be- 
standteile des Hydrolysats im Tierkérper noch nachtriiglich methyliert werden 
(Pyridin, His; Nikotinsiure, Ackermann, vielleicht auch Adrenalin und 
Anserin). Doch ist dieses eine selten vollzogene Reaktion. 

Monomethylaminosiuren wiirden die Formolzahl des Harns mehren. 
Der formoltitrierbare Stickstoff betrigt etwa 2°/, vom Gesamtstickstoff des 
Harns bei normaler Erniihrung. Eine Erhéhung kann aber auch auf Rech- 
nung des optischen Antipoden der normalen nichtmethylierten Aminosiure 
zu setzen sein. Die Methylierung des EiweiBstoffes erfolgt ja in natron- 
alkalischer Lésung. Wenn auch durch méglichst rasches Arbeiten bej 
niederer Temperatur einer Razemisierung vorgebeugt wird, so hatte doch 
das Casein bei einer Wiederholung des unten beschriebenen Versuchs mit 
gréBeren Mengen bereits seinen Phosphoranteil verloren. Der formoltitrier- 


1) Mit A. Schmitz, Diese Z. 190, 101 (1930). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCI, 8 
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bare Anteil des Harnstickstoffs wurde auch in der Tat etwas gréBer als 
normal gefunden. Isolieren konnte ich aber trotz sorgfiltigen Durchsuchens 
aller Fraktionen weder Aminosiuren noch Monomethylaminosiiuren, die 
allerdings in Alkohol nicht so unléslich sind wie jene. 

Aus hydrolysiertem methyliertem Casein habe ich auf diese 
Weise mit Hilfe des Tierkérpers das e-Monobetain des Lysin ge- 
wonnen. Seine Konstitution ist sichergestellt durch Vergleich mit 
den in der voranstehenden Mitteilung von Enger und Halle be- 
schriebenen synthetischen Stoffen (S. 103). Damit steht sicher, daB 
die endstiindige Aminogruppe des Lysin frei ist. 

Wenigstens bei einem Teil des Lysin ist dies nachgewiesen. 
Denn die Ausbeute am rein dargestellten Monobetain war sehr ge- 
ring. Der Grund dafir kann der sein, daB es im Stoffwechsel 
nicht ganz unangreifbar ist und also nicht zu 100°/, im Harn 
wieder ausgeschieden wird. Sicher aber erschweren auch die 
normalerweise vorhandenen groBen Mengen von Kreatinin seine 
Isolierung aus dem Harn sehr. 

Die Versuche sind bereits ausfiihrlich in meiner Habilitations- 
schrift') beschrieben und auch im Oktober 1927 auf der Frank- 
furter T'agung der Deutschen Physiologischen Gesellschaft?) von 
Dr. Enger vorgetragen worden. Inzwischen haben H. Goldschmidt 
und Ad. Kinsky den analogen Befund am benzoylierten Ovalbumin 
bekanntgegeben.*) Ich verweise daher an Stelle weiterer Aus- 
fiihrungen und kritischer Besprechung der Literatur auf ihre 
Ausfiihrungen, insbesondere auf S. 249. 


Versuchsteil. 


Das Methylprodukt*) aus 200g Casein (Hammarsten) wurde 
noch feucht mit Schwefelsiure hydrolysiert, die Schwefelsiure 
mit reinstem Baryt wieder annahernd entfernt, Filtrat und Wasch- 
wisser eingeengt, wobei auf schwach saure Reaktion und auf 
Abwesenheit von Barium geachtet wurde. Diese Lésung hat ein 
Hund, der sonst nur Kartoffeln zu fressen bekam, unter sein 
Futter gemischt erhalten und ohne Schwierigkeit gefressen. Der 
Harn wurde einen Tag linger gesammelt, die einzelnen Tages- 
mengen gemischt, iiber Kieselgur filtriert und gemeinsam ver- 
arbeitet. Es wurde nur die Halfte des Harns in Arbeit genommen. 
Sie wurde auf etwa ein Viertel eingeengt und bei starker 





1) J. Kapfhammer, Die freien Aminogruppen im EiweiB, Leipzig 1925. 
2) Ber. Physiol. 42, 599 (1928). 


8) Diese Z. 188, 244 (1929). 
‘) Bereitet nach den Angaben von Edlbacher, diese Z. 112, 82 (1921). 
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schwefelsaurer Reaktion mit Phosphorwolframsiure ausgefillt. 
Die Fallung blieb iiber Nacht stehen, wurde dann abgesaugt, 
sorgfaltig durch nochmaliges Verreiben mit schwefelsiurehaltigem 
Wasser ausgewaschen und in der iiblichen Weise in Acetonwasser 
mit Baryt zerlegt. Die Lésung der Carbonate wurde mit iiber- 
schiissiger Salzsiure versetzt, im Vakuum zur Trockne gebracht, 
mehrmals mit absolutem Athylalkohol ausgekocht, die alkoholischen 
Ausziige eingedampft und wieder mit Alkohol aufgenommen, und 
dies so lange fortgesetzt, bis die Lésung der Basenchloride frei 
von anorganischen Beimengungen war. Die hinreichend konzen- 
trierte Lésung der Chloride blieb dann iiber gebranntem Kalk 
stehen, dabei schied sich ein feiner pulveriger Niederschlag ab, 
der abgesaugt und mit wenig eiskaltem Alkohol gewaschen wurde. 
Er war hygroskopisch und wog nach dem Trocknen 1,2 g. Er 
wurde in etwa 50 ccm absolutem Alkohol verteilt und durch 2 ccm 
konzentrierte Salzsiure in Lésung gebracht, was aber erst nach 
weiterem Zusatz von 2 ccm Wasser gelang. Die klare Lésung 
wurde mit einer heiB gesittigten alkoholischen Lisung von Su- 
blimat ausgefallt, indem etwa das gleiche Volumen von dieser 
zugegeben wurde. Es schied sich bald ein Ol ab, das mit Kry- 
stallen durchsetzt war und im Laufe von zwei Tagen ganz er- 
starrte. Es wurde dann abgesaugt, und der Niederschlug auf der 
Nutsche mit Alkohol gewaschen. Der Niederschlag wurde in 
heiBem, salzsiurehaltigem Wasser gelést und mit Schwefelwasser- 
stoff gesittigt. Der iiberschiissige Schwefelwasserstoff wurde weg- 
gekocht und das Filtrat vom Schwefelquecksilber auf dem Wasser- 
bade eingeengt; die Lésung gab mit Goldchlorid eine Fiallung. 
Sie wurde mit 10°/,iger Goldchloridlésung ausgefallt, die 
Fallung wog nach dem Trocknen (iiber Schwefelsiure und Kali- 
lauge) 2,35 g und schmolz bei 185—187°. Sie wurde aus 13 ccm 
zweifach normaler Salzsiure umkrystallisiert; aus der heiBen 
Lésung fallt sie zunichst dlig, ist aber itiber Nacht krystallinisch 
dann erstarrt. 

Die Krystalle bestehen aus recht groBen flachen Platten und 
sehen einheitlich aus. Nach dem Umkrystallisieren waren 1,96 g 
vorhanden, die zuerst bei Zimmertemperatur im Vakuum unter 
Schwefelsiure und Kalilauge, dann bei 80° iiber Phosphorpent- 
oxyd und Kaliumhydroxyd 3 Stunden getrocknet wurden. Sie 
zeigen dann bei 170° geringes Sintern, zersetzen sich bei 185° 
und sind bei 198° véllig zersetzt. Am Licht verfirben sie sich. 


Wegen der geringen Zersetzung und des unscharfen Schmelz- 
g* 
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punktes wurde nochmals aus 3 ccm 2/n-Salzsiure umkrystallisiert. 
Nach dem Absaugen und Trocknen, was immer unter LichtabschluB 
geschah, wurden 1,011 g Krystalle erhalten, die bis zur Gewichts- 
konstanz bei 80° getrocknet nach 7 Stunden 1,89°/, (ber. 2,04°/, 
fir 1 aq) an Gewicht verloren haben. Sie dienten zur Analyse. 
Sie zeigen bei 125—130° geringes Sintern und schmelzen bei 187 
bis 189° bei langsamen Erhitzen. 


Analyse. 
1. 15,457 mg Substanz gaben 6,998 CO,, 3,392 H,O, 6,981 Au (Spur 
verspritzt). 
2. 13,521 mg , » 6,282 CO,, 2,986 H,O, 6,112 Au. 
8, 21,625 mg * » 0,579 cem N, (10°, 758 mm). 
4, 15,875 mg - » 0,426 com N, (13°, 759 mm). 


Fiir C,H,,O,N, 2-HAuCl, Mol.-Gew. 867,3 
Ber. 12,43%, C 2,67% H 3,22°%, N 45,869/, Au 
Gef. 12,35 2,46 8,22 45,17 
12,68 2,47 3,20 45,31 

Die Analyse stimmt also sehr gut auf das Monobetain des 
Lysin, das an seinen beiden basischen Gruppen die Goldchlor- 
wasserstofisiiure (2 Mol) gebunden hat. Es zeigte den gleichen 
Schmelzpunkt wie das Aurat des synthetisch bereiteten d,1,«-Mono- 
betain; das Gemisch beider schmolz ebenfalls bei 187—189°. 

Das Aurat des d,],a@-Monobetain hat eine andere Zusammen- 
setzung, schmilzt 20° héher, es ist also mit dem aus Casein er- 
haltenen Aurat sicher nicht identisch. 

Die aus dem Sublimatfiltrat bereitete Lésung gab starke 
Reaktionen auf Kreatinin, das mit Zinkchlorid daraus bereitet 
wurde. 

Das Filtrat der Phosphorwolframfallung wurde aufs genaueste 
untersucht, es wurde Allantoin isoliert, jedoch nichts von Amino- 
siuren und Methylaminosduren gefunden. 
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é-Glycyl]-d, l-lysin ’). 
Von 
Rudolf Enger. 





(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Juli 1930). 


Wenn die «-stindige Aminogruppe des Lysin wirklich un- 
besetzt ist, kommen Peptide, die hier verkniipft sind, in der Natur 
nicht vor und werden also von den proteolytischen Fermenten 
nicht gespalten. Waldschmidt-Leitz?) hat auf Grund der Zu- 
nahme des Siure- und Basenbindungsvermégens bei Ferment- 
versuchen mit lysinhaltigen Proteinen die Vermutung geiuBert, 
daB die e-Aminobindung des Lysin im Eiwei8 nicht vorkime, 
doch fehlte eine sichere experimentelle Stiitze fiir diese An- 
schauung. Auch er glaubt, daB «-Peptide sich den Fermenten 
gegeniiber anders verhalten wiirden als «-Peptide. Diese An- 
schauung wurde zu einer Zeit geiuBert, als ich die Synthese und 
auch z. T. unsere Fermentversuche schon abgeschlossen hatte. 
é-Verkniipfte Dipeptide des Lysin sind der Synthese leichter zu- 
ginglich als die a-Isomeren, weshalb ich zunachst ein solches 
darstellte. Ich prifte Trypsin (Kahlbaum). Das auf seine 
Wirksamkeit kontrollierte Priparat vermehrte jedoch den van 
Slyke-Amino-Stickstoff der Lésung des «-Glycyllysin in Phosphat- 
puffer nicht. Fir die weitere Untersuchung mit Fermenten be- 
diente ich mich eines aktivierten Trypsin, das nach den Vor- 
schriften von Waldschmidt-Leitz*) bereitet war und sich vor 
und nach dem Hauptversuch als gut wirksam erwies. Auch dieses 
spaltete das d,l-Peptid nicht auf. Durch die neuesten Arbeiten 
von Waldschmidt-Leitz war die Wirkung der Darmerepsine 





) Diss. phil. Leipzig 1928; Ber. Physiol, 42, 599 (1928). 

*) Waldschmidt-Leitz u. Kiinstner, Diese Z. 171, 290 (1927), s. 
bes. S. 296, wo weitere Literaturangaben. 

5) Waldschmidt-Leitz u. Harteneck, Diese Z. 147, 301 (1925); 
149, 214 (1925). 
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auf das Lypsinpeptid von besonderem Interesse, da sie nach diesen 
Untersuchungen spezifisch fiir Dipeptide sind; sie vermochten 
sogar die Derivate der kérperfremden @-Amino-n-buttersiure und 
é-Amino-n-capronsiure zu spalten.’) Ein aus der Darmschleim- 
haut nach den Vorschriften von Waldschmidt-Leitz?) bereitetes 
Erepsin-Priparat, das sich auch nach dem Fermentversuch noch 
als auBerordentlich wirksam erwies, gab anfangs bei der Ein- 
wirkung auf das d,l-Lysinpeptid eine geringe Zunahme (5°/,) des 
freien Aminostickstoffs, die ich jedoch als innerhalb des Bereichs 
der Versuchsfehler liegend ansehe, zumal der Drehwert der Lésung 
sich nicht geaindert hat. 

Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen konnten Abderhalden 
und Sickel*) «,é-d,l-Dileucyl-d,l-lysin sowohl durch Erepsin wie 
durch Trypsinkinase spalten und, was wichtig erscheint, durch 
letzteres Ferment zu 80°/). Danach miibte also auch die «-Bindung 
aufgespalten worden sein, eine Auslegung der Versuchszahlen, die 
allerdings durch den racemischen Aufbau der Substanz, also még- 
licherweise eines Gemisches von natiirlichen und unnatiirlichen 
optischen Isomeren an Beweiskraft verliert. Deshalb méchte ich 
trotzdem aus meinen Versuchen den SchluB ziehen, daB «-Glycyl- 
lysin in der Natur nicht vorkommt und von den proteolytischen 
Fermenten des Magendarmkanals nicht gespalten werden kann. 
Carnosin*) wird gespalten, aber das glycylfreie Spaltstiick des 
Glutathion®) wird nicht gespalten. Das mag hier erwahnt werden, 
obgleich es sich hier um Peptide handelt, bei der die Kette beim 
entfernteren Carboxyl verlingert ist und nicht an der entfernteren 
Aminogruppe wie in meinem Glycyl-lysin. 

Zur Synthese eines ¢-Peptids des Lysin standen zwei Me- 
thoden zur Verfiigung: die Azidmethode nach Curtius und die 
Chloridmethode nach Fischer. Ich wihlte die letztere, da sie 
mit geringeren Verlusten an der zu azylierenden Aminosiure ver- 
kniipft ist. Ich verwendete toluolsulfonierte Aminosiuren zur 
Kupplung, da sich die Toluolsulfogruppe nach Emil Fischer mit 
Jodwasserstoffsiure und Jodphosphonium leicht als 'Tolylmerkaptan 


1) Waldschmidt-Leitz, Schaffner, Schletter u. Klein, Ber. 
chem. Ges. 61, 299 (1929). 

*) Waldschmidt-Leitz u. Schaffner, Diese Z. 151, 51 (1925/26). 

8) Fermentmethoden 10, 302 (1928/29); Chem. Z. 29, I 2321. 

*) Gulewitsch, Diese Z. 191, 126 (1930). 

5) Grassmann, Dykerhoff u. Erbeler, Diese Z. 189, 112 (1930); 
s. auch Kendall, J. biol. Chem. 87, 55 (1930). 
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abspalten laiBt, ohne daB die Peptidbindung dabei gelést wird 
[Schénheimer’)]. Nach dem oben geschilderten Verfahren von 
v. Braun stellte ich das «-Benzoyllysin dar.*) Durch Toluol- 
sulfonieren der e-Aminogruppe und Abspaltung der «-Benzoyl- 
gruppe erhielt ich ein Lysin mit freier e-Aminogruppe. Ich 
kuppelte dasselbe mit dem Chlorid des Toluolsulfoglykokolls in 
sodaalkalischer Loésung. Kuppelt man in stirker alkalischer 
Lésung, so erhalt man zu einem hohen Prozentsatz das Diketo- 
piperazin des Toluolsulfoglykokolls. Reduziert man das ¢-Toluol- 
sulfoglycyl-c-toluolsulfolysin unter Bedingungen, bei denen die 
Toluolsulfogruppe der meisten toluolsulfonierten Peptide als Tolyl- 
merkaptan vollstindig abgespalten wird, so bekommt man ein 
Monotoluolsulfo-e-glycyllysin.’) Erst durch Reduktion bei héheren 
Temperaturen werden beide Toluolsulfogruppen vollkommen redu- 
ziert, und man erhalt das gewiinschte «-Glycyllysin. Dasselbe kann 
als Pikrolonat identifiziert werden; das Sulfat ist hierzu nicht 
geeignet, 
Versuchsteil. 
é-Toluolsulfoglycyl-a-toluolsulfo-lysin. 


Ich ging bei dieser Darstellung vom «¢-Benzoyllysin aus. 
Die Steibsche Vorschrift*) zur Toluolsulfonierung desselben 
iinderte ich insofern ab, als ich nicht wie Steib, eine gréBere 
Menge 2/n-Kalilauge in haiufigen Zwischenriumen zusetzte, sondern 
sofort 150 ccm 22°/,ige Kalilauge auf 25 g «-Benzoyllysin, das 
in 50 ccm 2/n-Natronlauge gelést worden war, und 60 g Toluol- 
sulfochlorid, zugab. Dadurch ist die Reaktion schon nach 
2 Stunden beendet, wahrend sie sonst 5—6 Stunden dauert; man 
erhalt beim Ansiuern statt eines schlecht krystallisierenden 
Rohprodukts (23,5 g vom Schmelzp. 155—175°) 35 g eines sofort 
krystallisierenden, fast reinen Praparats, vom Schmelzp. 194° 
(statt 196°. 

Die Abspaltung der Benzoylgruppe erfolgte nach Steib mit 
1 /n-KOH. 

Zur Kupplung wurde zunichst das Toluolsulfoglykokoll (5 g) 
in der iiblichen Weise durch Erwirmen mit Thionylchlorid in das 
Saurechlorid iibergefiihrt. Das Toluolsulfoglykokolichlorid wurde 


1) Diese Z. 154, 203 (1926). 

2) Diese Z. 191, 98 (1980). 

8) Siehe meine Dissertation 1928; Die Konstitution dieses Stoffes steht 
noch nicht fest. *) Diese Z. 165, 295 (1926). 
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in 150 ccm trocknem Benzol gelést und die benzolische Lésung 
in drei Teilen in Absténden von einer Stunde zu einer Lésung 
von 7,5 g Toluolsulfolysin, das in der iquivalenten Menge n-Natron- 
lauge gelist und mit einem Uberschuf8 von 2/n-Sodalésung ver- 
setzt ist, auf der Maschine geschiittelt. Wenn so im Benzol nur 
noch Spuren von Chlor nachzuweisen sind, wird die waBrige Lésung 
filtriert und mit Salzsiure angesiiuert. Es fallt ein Ol, das allen 
Bemiihungen zum Trotz (Anreiben mit Alkohol und Ather, Unter- 
kiihlen) erst nach sehr langer Zeit krystallisierte, auch wurde die 
Krystallisation durch Impfen nur wenig beschleunigt. Das einmal 
krystalline Produkt laBt sich dann gut aus 60°/,igem Alkohol 
umkrystallisieren, wobei es in mikroskopisch kleinen, breiten, doppel- 
brechenden SpieBen herauskommt. Die Ausbeuten schwankten 
zwischen 80 und 90°/, der Theorie. Die Substanz wird bei 128° 
weich und ist bei 132° klar geschmolzen. 


1. 4,411 mg Substanz gaben 8,360 mg CO,, 2,360 mg H,O. 


2. 4,820 mg - » 9,180 mg CO,, 2,590 mg H,O. 
3. 4,960 mg » 9,870 mg CO,, 2,570 mg H,O. 
4. 3,770 mg " » 0,271 cem N, (752 mm, 18°). 
5. 3,880 mg - ” 0,277 cem N, (752 mm, 18°). 
6. 6,840 mg " » 6,250 mg BaSQ,. 

7. 1,710 mg ' » 1,010 mg BaSQ,. 


Fiir C,,H,.N,;S,0, Mol.-Gew. 511,4. 
Ber. 51,62°,C 5,72°/,H  8,22°/,N — 12,54°/, S 


Gef. 51,69 5,99 8,34 12,57 
51,66 6,01 8,29 12,48 
51,51 5,80 se ee 


Diketopiperazin des Toluolsulfoglykokolls. 


Werden die reagierenden Stoffe statt in Soda in einem UberschuB 
von Natronlauge geschiittelt, so krystallisiert aus dem durch Salzsiiure aus- 
gefillten Ol bald das Diketopiperazin aus; es wird aus 60°/,igem Alkohol 
umkrystallisiert. Auch beim Fillen der alkoholischen Lésung mit Wasser 
erhilt man sofort Krystalle. Schmelzpunkt: nach Trocknen im Vakuum bei 
100° itiber Phosphorpentoxyd 275°. 


1. 4,520 mg Substanz gaben 8,510 mg CO,, 1,740 mg H,O. 


2. 5,068 mg o » 9,520 mg CO,. 1,960 mg H,O. 
3. 4,630 mg “" » 0,262 com N (765 mm, 20°). 
4. 8,900 mg - » 9,660 mg BaSQ,. 

5. 8,410 mg ° » 9,200 mg BaSQ,. 


Fiir C,,H,,0,5,N, Mol.-Gew. 422,3. 

Ber. 51,15°%,C 4,809, H 6,639,N  15,19°/, S 

Gef. 51,35 4,31 6,63 14,90 
51,22 4,38 ne 15,08 
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é-Glycyl-lysin. 

10,2 g «-Toluolsulfoglycyl-toluolsulfolysin werden mit 120 g 
Jodwasserstoffsiure (D 1,9) und 8 g Jodphosphonium bei 55° im 
EinschluBrohr langsam geschiittelt. Nach 6 Stunden trat in der 
Ruhe innerhalb 3/, Stunde kein Nachdunkeln der Liésung mehr 
ein. Trotzdem wurde jetzt noch weitere 8 Stunden lang auf 
65—70° gehalten. Kine deutliche Braunfirbung der Lésung trat 
dabei nicht mehr auf, doch wurde noch eine Zunahme des aus- 
geschiedenen Tolylmerkaptans beobachtet. Nach dem Erkalten 
wurde der Rohrinhalt mit Wasser versetzt und das ausgeschiedene 
Tolylmerkaptan abfiltriert. Im Hochvakuum wird jetzt der gréBte 
Teil der Jodwasserstoffsiure bei 50° abdestilliert. Der Riickstand 
wird in Wasser aufgenommen, mit Phosphorwolframsiure bei 
Gegenwart von Schwefelsiure gefallt, die Fallung wird bis zur 
Halogenfreiheit gewaschen und in iiblicher Weise mit Baryt zer- 
legt. Die mit Schwefelsiiure neutralisierte Lésung wird mit Silber- 
sulfat bebandelt. Das mit Schwefelwasserstoff entsilberte Filtrat 
wird im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt und mit 
Alkohol gefallt. Trotz mehrfacher Umfillung wird die Substanz, 
die in plumpen SpieBen krystallisiert, nicht riickstandfrei; es 
lassen sich bis zuletzt kleine Mengen Phosphorsiure nachweisen, 
Die Analyse ergibt fiir N und S-Werte, die zwischen den berechneten 
fiir 1/, und 1 Mol Schwefelsiure auf 1 Mol Glycyllysin liegen. 


Da unter diesen Bedingungen das Sulfat nur schwer einheitlich in 
reinem Zustande zu erhalten ist, wird versucht, zur Identifizierung andere 
Salze heranzuziehen. Mit Platinchlorwasserstoffsiiure und Goldchlorwasser- 
stoffsiiure erhalt man bei der Fiallung des e-Glycyl-lysin aus salzsaurer Lé- 
sung in Wasser und Alkohol nur ganz geringe Niedersehlige auch nach 
lingerem Stehen, so daB sich diese Salze zur Identifizierung nicht eignen. 


Zur Darstellung des Pikrats und des Pikrolonats wurde die 
Lésung des ¢e-Glycyllysinsulfats zuniichst mit iiberschiissigem Baryt 
versetzt, Der Uberschu8 desselben wurde durch Kinleiten von 
Kohlensaiure in das Filtrat und anschlieBendes Erwirmen auf 
dem Wasserbad entfernt. Nachdem der Niederschlag von Barium- 
carbonat abfiltriert worden war, wurde im Vakuum bis zur be- 
ginnenden Kristallisation eingeengt und in méglichst wenig Wasser 
aufgenommen, Beim Versetzen mit alkoholischer Pikrinsdiurelésung 
bildet sich auch beim lingeren Stehen nur ein ganz minimaler 
Niederschlag. 

e-Glycyllysinpikrolonat. Mit gesittigter alkoholischer 
Pikrolonsiurelésung gibt die konzentrierte wiBrige Liésung des 
é-Glycyllysincarbonats dagegen sofort einen gelben krystallinen 
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Niederschlag. Um die Umsetzung vollstindig zu machen, wird 
noch eine Stunde unter hiufigem Umschiitteln auf dem Wasser- 
bad erwiirmt. Der reichliche goldgelbe Niederschlag wird nach 
24 Stunden abgesaugt und mit pikrolonsiurehaltigem Alkohol ge- 
waschen. Das Pikrolonat laBt sich aus 60°/,igem Alkohol, dem 
ein wenig Pikrolonsiure zugesetzt ist, gut umkrystallisieren. Zum 
SchluB wird mit wenig reinem Alkohol nachgewaschen. Das Pikro- 
lonat wird zunichst an der Luft getrocknet. Das Krystallwasser 
entweicht beim Trocknen iiber Phosphorpentoxyd in der Warme 
nur langsam. Erst beim Trocknen iiber siedendem Xylol im Va- 
kuum wird es nach mehreren Stunden Gewichtskonstant: Aus- 
beute etwa 35°/, der Theorie. Krystallform: kurze, breite, doppel- 
brechende Niidelchen, die miteinander verfilzt sind. Zersetzungs- 
punkt: bei 238° entweicht Gas; bei 240° stiirmische Zersetzung 
unter Schwarzfairbung. 
1. 4,745 mg Substanz gaben 8,030 mg CO,, 2,170 mg H,0. 


2. 4,720 mg ™ » 8,000 mg CO,, 2,210 mg H,0. 
3. 3,675 mg - » 0,668 cem N, (746 mm, 20%). 
Fiir C,H,,0,N,:C,,.H,O;N, Mol.-Gew. 467,26. 
Ber. 46,22°/, C 5,39°/, H 20,99°/, N 
Gef. 46,14, 46,24 5,05, 5,22 20,79 


0,1484 g lufttrockene Substanz geben beim Trocknen im Vakuum iiber 
Phosphorpentoxyd bei 138° einen Gewichtsverlust von 0,00540 g fiir 1 Mole- 


kiil Kristallwasser. 
Ber. 3,71°/, H,O Gef. 8,64°/, H,O. 

Die ausfiihrliche Beschreibung Fermentversuche eriibrigt sich, 
da keine Spaltung eingetreten ist. Sie ist verdffentlicht in der 
Dissertation S.31—33. Das Peptid wurde in Phosphat und Acetat- 
puffer gelést. Ich suchte den Zuwachs an van Slyke Stickstoff 
zu bestimmen. Ich wiahlte dieses Verfahren, da es ein sicheres 
Arbeiten auch bei Gegenwart der iiblichen Puffergemische ge- 
wihrleistet und so mehrfache Bestimmungen zu verschiedenen 
Zeiten im gleichen Fermentversuch gestattet. Die optische Ak- 
tivitiit der Liésungen inderte sich wihrend der Fermentversuche 
nicht; dies wire wohl zu erwarten gewesen in der Annahme, dab 
die natiirliche Komponente des razemischen Gemisches, wenn iiber- 
haupt, dann schneller gespalten worden wire als sein Antipode. 

Die damals benutzten Fermentlisungen verdanke ich Herrn 


Professor Felix-Minchen. 
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Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. 
XXV. Mitteilung. 
Zur Frage der Spezifitat der von Z. Dische angegebenen Farb- 


reaktionen mit Diphenylamin und Carbazol auf die Purin- und 
Pyrimidin-Nucleoside der Thymusnucleinsiure. 


Von 
Marianne Angermann und Franz Bielschowsky. 





(Aus der Medizinischen Klinik der Medizinischen Akademie Disseldorf.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. Juli 1930.) 


Z. Dische hat in drei Veréffentlichungen Farbreaktionen 
angegeben’), die nach seiner Auffassung einen Hinweis auf die 
chemische Natur der in der Thymusnucleinsiure enthaltenen 
Kohlehydratkomponente geben sollen. Auf Grund seiner Versuche 
glaubt er annehmen zu kénnen, daf die Reaktionen mit Diphenyl- 
amin und Carbazol in der von ihm angegebenen Modifikation 
spezifisch fir das an die Purin- bzw. Pyrimidin-Basen gebundene 
Kohlehydrat seien. Gleichzeitig gibt er an, dab seine Dipheny]l- 
aminreaktion fiir die Thymusnucleinsiure absolut charakteristisch 
sei. Er hat sie deswegen zu einer Mikromethode zur Bestimmung 
der Thymusnucleinsaure in tierischen Organen ausgearbeitet. Mit 
diesem Teil seiner Arbeit haben wir uns nicht beschiiftigt. Da- 
gegen interessierte uns seine Angabe iiber die Verschiedenheit 
der Farbreaktionen der Purin- und Pyrimidinzucker, da wir aus 
der fermentativen Spaltung der Thymus- und Hefe-Nucleinsiure ?) 
krystallisierte Nucleoside gewonnen haben. 

Levene’) zeigte, daB durch eine zweistiindige Hydrolyse mit 
2°/,iger Schwefelsiure die Purinzucker unter Bildung von Livulin- 
siure zerstért werden. Dische wandte die gleichen Versuchs- 
bedingungen an und fand, daB nach dieser Spaltung die Di- 
phenylaminreaktion negativ ausfiel. 

Wir haben die gleiche Spaltung wiederholt ausgefiihrt und 
kénnen die Angaben von Z. Dische nicht bestiatigen. AuBerdem 
haben wir die angegebenen Farbreaktionen an den uns zur Ver- 

1) Z. Dische, Biochem. Z. 189, 77 (1927); 204, 431 (1929); Mikro- 
chemie 8, 4 (1930). 

*) Thannhauseru.Angermann, DieseZ. 186, 13(1929); 189, 174 (1930); 


F. Bielschowsky, Diese Z. 190, 15 (1930). 
5) Levene, J. of biol. Chem. 12, 411 (1912). 
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fiigung stehenden krystallisierten Nucleosiden aus der Thymus- 
und der Hefe-Nucleinsiure und einer Reihe uns interessierender 
Substanzen nach der Originalvorschrift durchgefiihrt und haben 


folgende Fiirbungen gefunden: 








blau blaugriin griin 


Thymusnucleinsaures-Na | Folia Digitalis D. A.B. VI 
(Maximum der Fiirbung | (verzégertes Eintreten Glucose (intensiv) 
nach 5 Minuten rotstichig) der Farbreaktion) 


Thymosin (verzégertes 


Eintreten der Farb- Arabinose 
reaktion, rein blau) 
Levene-Spaltung Hefenucleinsiiure 
(etwas verzégertes Ein- (schwichere Firbung) 


treten der Farbreaktion) 
Adenylsiure (Hefe) 
(schwach) 


Guanosin (Hefe) 
(schwach) 


Uridin (Hefe) 
(sehr schwach) 


nach '/,stiindigem Erhitzen von 2 ccm 0,5°/,iger Losungen der angefiihrten 
Substanzen mit 4 cem des von Dische angegebenen Diphenylaminreagens 
auf siedendem Wasserbad. 








Aus dieser Zusammenstellung gelit hervor, daB auch das an 
Thymin gebundene Kohlehydrat die Diphenylaminreaktion gibt. 
Nur in ihrem zeitlichen Ablauf differieren die Farbreaktionen der 
Purin- und Pyrimidin-Zucker. Das stimmt durchaus mit den 
Beobachtungen bei der Orcinreaktion iiberein und ist nur ein 
weiterer Hinweis auf die schon von der Hefenucleinsiure bekannte 
schwerere Spaltbarkeit der Pyrimidinnucleoside. 

Die Blaufarbung, die die Thymusnucleinsiure mit Diphenyl- 
amin in der Modifikation von Dische gibt, diirfte fiir das in der 
Thymusnucleinsaéure enthaltene Kohlehydrat charakteristisch sein; 
ob sie aber spezifisch ist, kénnen wir noch nicht mit Bestimmt- 
heit sagen. Wir vermuten, daB sie vielleicht eine den Desoxy- 
zuckern zukommende Reaktion ist. Vorliufig stand uns als zu 
priifende Substanz nur Folia Digitalis D. A. B. VI, die nach Kiliani 
einen Desoxyzucker enthalten, zur Verfiigung. Hierbei fanden 
wir, daB die auftretende Farbe bedeutend mehr blaustichig war, 
als das bei den gewéhnlichen Zuckern vom Typus der Glucose 
und der Arabinose auftretende Griin. 
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Wir haben auch die Carbazolreaktion an den gleichen 
Substanzen gepriift und gefunden, da’ Thymosin mit Carbazol 
eine mehr braune als rote Farbe liefert, wihrend die Thymus- 
nucleinsdiure eine tiefrote Firbung gibt. Daraus ]aBt sich folgern, 
daB die Rotfarbung bei der Thymusnucleinsiiure im wesentlichen 
nicht auf die Pyrimidinzucker zu beziehen ist. Die von Dische 
beobachtete Farbdifferenz nach der obenerwihnten partiellen 
Hydrolyse nach Levene ist wohl mit dieser Beobachtung in 
Zusammenhang zu bringen und als Mischfarbe zwischen den in- 
takten Pyrimidinzuckern und den iibrigen Spaltprodukten der 
Thymusnucleinséiure anzusehen. Wie die folgende Zusammen- 
stellung zeigt, geben auch freie Purine, Pyrimidine und Livulin- 
siure schwache Farbreaktionen mit dem Carbazol-Reagens. 














Es werden 

braunrot rot rosa 
Thymosin Thymusnucleinsaures-Na Thymin 

Folia Digitalis Glucose . 
D.A.B.VI (dunkel) (leicht braunstichig) Guanin 

Arabinose (braunstichig) 
Hefenucleinsiiure 
(blaustichig) 


Adenylsiiure (Hefe) 
(violetter Ton) 


Guanosin und Uridin 
(schwach blaustichig rot) 








Levene-Spaltung 


2 ccm 0,5°/,iger Lésung der angefiihrten Substanzen mit 18 cem H,SO, 8:1 
unter Eiskiihlung vermischt und mit 0,6 cem '/,°/,iger alkoholischer Carbazol- 
lésung 5 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt. 


Die Nachpriifung der Vermutung von Z. Dische, daB der an 
die Purinbasen gebundene Zucker von dem an den Pyrimidinen 
haftenden Kohlehydrat héchstwahrscheinlich verschieden sei, hat 
keinen Anhaltspunkt fiir die Richtigkeit dieser Annahme ergeben. 
Der verschiedene Ausfall der Farbreaktionen beruht auf der be- 
kannten Tatsache, daB die Nucleosid-Bindung der Pyrimidinbasen 
viel schwerer zu sprengen ist, als die der Purinbasen. Der grobe 
Vorteil der von Z. Dische angegebenen Diphenylaminreaktion 
liegt unseres Erachtens darin, daB sie im Gegensatz zur Orcin- 
reaktion die Unterscheidung zwischen der Hefe- und Thymus- 
Nucleinsiiure und deren Abbauprodukten ermiglicht. 
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Zur Frage nach der Stereoisomerie des Carnosins. 


Von 


WI. Gulewitsch, Moskau. 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Juli 1930.) 


Die in dieser Zeitschrift Bd. 189, S. 80, erschienene Abhandlung 
von W. Linneweh und Fr. Linneweh enthialt folgenden Passus: 
»yAuch beim Carnosin war bis jetzt nicht ermittelt, welche optische 
Form“ (d. h. des Histidinrestes, WI. G.) ,,im Molekil enthalten ist.“ 
In dem soeben erschienenen Heft dieser Zeitschrift Bd. 189, S. 280) 
tragen dieselben Verfasser nach, daB die Linksdrehung des im 
Carnosin gebundenen Histidins schon aus der Carnosinsynthese 
von Baumann und Ingvaldsen’) hervorgeht. Diese verwandten 
dazu ein Histidinpraparat, das linksdrehend gewesen sein muB, 
da sie es durch Hydrolyse des BluteiweiBes gewannen. 

Ich kann mitteilen, daB die optische Form des im Carnosin 
steckenden Histidins von M. Dietrich im hiesigen Laboratorium 
schon lingst festgestellt ist*), indem er bei der Erepsinspaltung 
des Carnosins die Bildung von #-Alanin und 1-Histidin mit 
[a] #? = — 38,4° (c = 3,194°/,) nachgewiesen hat. Weder durch 
Pepsin, noch durch Trypsin oder durch aufeinanderfolgende 
Wirkung von Pepsin und Trypsin konnte eine Spaltung des 


Carnosins erzielt werden. 





1) J. of biol. Chem. 35, 260 (1918). 
*) M. Dietrich, Uber die Einwirkung von Verdauungsfermenten auf 


Carnosin. Inaug. Diss,, Moskau (russisch) (1915). 




















Uber die Reindarstellung des Follikelhormons 
aus Schwangerenharn. 
(Untersuchungen iiber das weibliche Sexualhormon, 4. Mitteilung.’) 


Von 


Adolf Butenandt. 
Mit 3 Figuren auf Tafel II. 





(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitadts-Laboratorium Gédttingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Juli 1930.) 


Vor %/, Jahren ist tiber die Reindarstellung eines weiblichen 
Sexualhormons, des Follikel- oder Brunsthormons, aus Schwangeren- 
harn berichtet worden.”?) Nachdem die in ihren wesentlichsten 
Stufen damals bereits gekennzeichnete Methodik der Darstellung 
in der Zwischenzeit in allen Kinzelheiten gepriift worden ist, soll 
sie in vorliegender Arbeit eingehend erértert und durch experi- 
mentelle Daten belegt werden. 

Als Ausgangsmaterial kamen fir die Darstellung des Follikel- 
hormons entweder Follikelfliissigkeit, Ovarien- und Placentaextrakt 
oder Schwangerenharn in Frage. Es ist zunichst (seit Januar 1928) 
die Bearbeitung von Placentaextrakten*) versucht worden; obwohl 
durch die Anwendung von einer Reihe neuer Adsorptions- und 
Fallungsmethoden weitgehend gereinigte ,,Hormondéle“ aus Placenta 
dargestellt werden konnten, ist doch bis heute mit diesem Aus- 
gangsmaterial ein wesentlicher Fortschritt in bezug auf die Rein- 
darstellung des Hormons nicht erzielt worden; entsprechende Ver- 
suche sollen fortgesetzt werden. 

Ende Januar 1929 wurde erstmalig Schwangerenharn als Aus- 
gangsmaterial herangezogen, und es zeigte sich, da unter Be- 





*) IIL. Mitteilung: Diese Z. 188, 1 (1930). 

*) Vortrag in Kiel, 22. Okt. 1929. — Naturw. 17, 879 (1929). — Dtsch. 
med. Wochenschr. 1929, 2171. 

*) Alle Ausgangsmaterialien verdanke ich der Schering-Kahlbaum A.-G., 
Berlin. 
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nutzung der bei der Bearbeitung der Placentaextrakte gewonnenen 
Erfahrungen sich innerhalb kurzer Zeit ein Verfahren ausarbeiten 
lieB, das in befriedigender Ausbeute zur Isolierung des wirksamen 
Stoffes in krystallisierter Form fiihrte. Nach 6 Monaten, Ende 
Juli 1929, gelang die Darstellung des ersten krystallisierten Hormon- 
praparates. 

Erst nachdem das isolierte Hormon in seinen wesentlichen 
physiologischen, physikalischen und chemischen Eigenschaften 
charakterisiert worden war, erfolgte eine vorliufige Veréffent- 
lichung der Ergebnisse1), nachdem inzwischen E.A.Doisy im 
August 1929 auf dem 13. PhysiologenkongreB in Boston iiber die 
Herstellung krystallisierten Hormons berichtet hatte. E. A. Doisy 
und Mitarbeiter?) haben kiirzlich in zwei Veréffentlichungen ihre 
Darstellungsvorschrift niedergelegt und das Hormon durch Schmelz- 
punkt (243,5° unkorr.), Krystallform und seine physiologische Wirk- 
samkeit charakterisiert. Nachdem E.Laqueur und Mitarbeiter °) 
zu Beginn dieses Jahres iiber krystallinisches Hormon berichtet 
haben, hat G. F. Marrian‘) ganz kiirzlich ausfihrlich eine inter- 
essante Darstellungsmethode krystallisierten Hormons aus Schwan- 
gerenharn beschrieben. 


Zur Ausarbeitung der fiir die Isolierung des Hormons an- 
zuwendenden Methodik und ihrer giinstigsten Bedingungen wurden 
insgesamt 1090 Serienversuche durchgefiihrt, die eine quantitative 
physiologische Auswertung®) von etwa 2000 Hormonchargen im 
Scheidenbrunsttest nach Allen und Doisy bedingt haben. Von 
den vielen Versuchsreihen sollen hier nur diejenigen erértert und 
mit Versuchsergebnissen belegt werden, die gegenwirtig noch zur 
Darstellung des Hormons Verwendung finden.®) 


Uber die Darstellung eines ,Hormonrohéls“ aus Schwangerenharn. 


Fiir die Bearbeitung gesammelter Schwangerenharn, der zur 
besseren Haltbarkeit mit wenig Chloroform versetzt wird, enthalt 





1) Vgl. FuBnote 2, S. 127. 

*) Doisy, Veler u. Thayer, J. of biol. Chem. 86, 499; 87, 357 (1930). 

’) Dingemanse, de Jongh, Kober u. Laqueur, Dtsch med. W. 
1930, 301. 

‘) Biochem. J. 24, 435 (1930). 

’) Uber Einzelheiten der verwendeten Auswertungstechnik vgl. Bute- 
nandt u. von Ziegner, Diese Z. 188, 1 (1930). 

®) Eine Ubersicht tiber die gesamten vorliegenden Experimente er- 
scheint in den Abhandl. der Ges. d. Wiss. Gottingen. 
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im Durchschnitt pro ccm 5—10 ME an Hormon; das bedeutet 
nach unserem heutigen Wissen, dab 1g des wirksamen Stoffes 
durchschnittlich in etwa 1000—2000 Liter Schwangerenharn ent- 
halten ist, wenn man die Wirksamkeit des reinen Stoffes zu etwa 
10000000 ME annimmt.?) 

Ks sind schon von B. Zondek und Mitarbeitern?) nach ihrer 

Entdeckung des weiblichen Sexualhormons im Schwangerenharn 
Methoden ermittelt worden, mit deren Hilfe man aus diesem Aus- 
gangsmaterial ein an Hormon sehr weitgehend angereichertes,,Rohél 
gewinnen kann, Methoden, die spiiter in teils modifizierter Form 
vielerseits Verwendung fanden. Im Prinzip handelt es sich darum, 
das Hormon mit Ather oder anderen organischen Lisungsmitteln 
aus dem angesiuerten Harn zu extrahieren und durch vorsichtige 
Behandlung mit Alkali saure Bestandteile zu entfernen. Es ge- 
lingt durch Anwendung solcher Methodik leicht, ein Rohél dar- 
zustellen, das in 1 g durchschnittlich 30000 ME enthilt. 
_ In der Technik sind Arbeitsginge ausgearbeitet worden, ein 
Ol dieser Reinigungsstufe in gréBerem Mafe zu gewinnen.’) Kin 
entsprechendes technisches Rohél — dargestellt von der Sche- 
ring-Kahlbaum-A.-G., Berlin — war Ausgangsmaterial fiir meine 
Untersuchungen. JDieses ,Schwangerenharn-Rohdél stellt einen 
dunkelrotbraunen Sirup dar, der in Alkohol und Aceton leicht 
léslich ist und Kohlenstoff, Wasserstoff, Sauerstoff, Stickstoff und 
Schwefel’ enthilt. Die physiologische Wirksamkeit betrigt — aus- 
gewertet in Sesaméllésung in einmaliger Injektion — zumeist 
20—40 000 ME pro Gramm.‘ In Tab. I ist als Beispiel die Aus- 
wertung des Rohéls H 15 enthalten, fiir das sich eine Wirksam- 
keit ‘von 30000 ME pro Gramm ergibt. 

Das von der Schering-Kahlbaum-A.-G. hergestellte Rohél, aus dem 
der reine Stoff isoliert wurde, hat seit lingerer Zeit den Namen ,,Progynon“ 
getragen. Nach dem beim Insulin und in anderen Fillen geiibten Vorgehen, 
den Namen des Rohpriaparates, das zur Darstellung der reinen Stoffe ver- 


wendet wurde, auf diese zu iibertragen, hat mich veranlaBt, fiir das erste 
physikalisch und chemisch charakterisierte reine Hormon die Namens- 





1) Vgl. dazu Diese Z. 188, 1 (1930), wo die Abhingigkeit dieser GriBe 
von der Auswertungstechnik besprochen und zu 8—40 Millionen ME er- 
mittelt wurde. 

?) B. Zondek u. Brahn, Klin. Wochenschr. 1928, S. 485. 

8) Vgl. dazu auch Pfliigers Arch. 219, 306 (1928). 

4) Die Wirksamkeit der technischen Ole schwankt naturgemiiB; es sei 
betont, daB auch Rohéle von der viel geringeren Wirksamkeit von 12000 Mic 
pro Gramm sich ohne jede Schwierigkeit nach gleicher Methodik haben ver- 
arbeiten lassen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCI. 9 
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Tabelle I. 


Auswertung eines Schwangerenharn-Rohé6les in einmaliger 











Injektion. 
Injizierte | Aneabl |atiere mit | ‘le Tiere 
egos Tiere auf Voll-| MEproGramm_ | Bemerkg. 
Dosis in mg . Voll- 
pro Dosis brunst 
brunst 
0,0500 6 6 100 20 000 _ 
0,0333 6 5 83 830 000 — 
0,0250 6 . 7 © 40 000 - 
0,0200 6 2 40 50 000 1 tot 

















bezeichnung ,,Progynon“ in Vorschlag zu bringen. Leider ist eine all- 
gemeine, fiir die Zukunft sehr wiinschenswerte Einigung in der Namen- 
gebung bisher nicht erfolgt. So verwenden fir krystallisierte Priparate 
E. Laqueur den Namen,,Me nformon“, G. F.Marriau den Namen,,Ostrin“ 
und E. A. Doisy schligt in seiner letzten Verdffentlichung die Bezeichnung 


yl heelin® vor. 

Da die chemische Charakterisierung dieser Krystallisate bisher eine 
geringe ist und nach einer neueren Notiz von G. F. Marrian') tiber die 
Chemie des Ostrins die Identitit der verschiedenen Priparate nicht ge- 
sichert erscheint, mag es ratsam sein, die Diskussion tiber die Bezeichnung 
des Hormons bis nach erfolgter Klirung der vorliegenden Verhiltnisse zu 
verschieben. . 

Um aus dem _ ,,Schwangerenharn-Rohél“ das krystallisierte 
Hormon zu bereiten, ist noch eine Anreicherung um das 350 fache 
zu leisten. Dieses Ziel ist durch die aufeinanderfolgende Anwendung 
von 8 verschiedenartigen, leicht zu handhabenden Methoden erreicht 
worden. 1. Bei den Entmischungsverfahren mit Lésungs- 
mitteln sind lediglich physikalische Eigenschaften des Hor- 
mons und seiner Begleitstoffe zur Reinigung herangezogen; es 
ist mit dieser Technik eine Anreicherung bis auf 500000 ME 
pro Gramm erzielt worden. 2. Als an den so gereinigten Olen 
der ,,Laktoncharakter“*) des Hormons im Verhalten gegen Siure 
und Alkali erkennbar war, wurde diese chemische Eigenschaft 
zur weiteren Anreicherung verwertet; so wurden Reinheitsgrade 
bis zu 2000000 ME pro Gramm erzielt. Kin solches Vorgehen 
war allen ,,physikalischen“ Methoden (weitere Entmischung, Ad- 
sorptions- und Fiallungsmethoden) iiberlegen. 3. Hochst gereinigte 
Ole liefern durch fraktionierte Destillation im Hochvakuum (leicht 


zu reinigende) Rohkrystallisate. 


) G. F. Marrian, Chemistry and Industry, 20. Juni 1930. 
®) Uber Ursache und chemische Deutung des ,,Laktoncharakters“ vgl., 
nachfolgende Mitteilung in dieser Zeitschrift. 
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Die Reinigung der Rohole durch Entmischung mit Losungsmitteln. 


Entmischungsmethoden mit Liésungsmitteln sind zur Rein- 
darstellung von Naturstoffen aus Gemischen hiufig mit Erfolg 
verwendet worden; auch fiir die Reinigung von Sexualhormon- 
Extrakten ist die Anwendung dieser Methodik vorgeschlagen und 
schon 1926 von Ralls, Jordan und Doisy') bei der Verteilung 
von Placentadlen zwischen waBrigem Alkohol und Petrolither er- 
folgreich verwendet. 


In einer groBen Zahl von Parallelversuchen ist die Verteilung des 
Hormons (aus Rohdélen) zwischen 2—3 begrenzt mischbaren Lisungsmitteln 
systematisch untersucht worden. Art und Konzentration der angewandten 
Lésungsmittel wurden zur Auffindung optimaler Bedingungen vielfach 
variiert. An Lésungsmitteln haben vor allem Wasser, Ather, Methylalkohol, 
Athylalkohol, Butylalkohol, Eisessig, Essigester, Aceton, Petrolither, Hexan 
und Benzol Verwendung gefunden. 

Nur zwei Entmischungsmethoden haben sich besonders gut 
bewihrt und stellen heute, nacheinander angewandt, wesentliche 
Phasen der Reinigung dar: die Verteilung der Ole zwischen wiib- 
rigem Alkohol und Petrolither und zwischen wiaBrigem Alkohol 


und Benzol. 


a) Entmischung mit waBrigem Alkohol—Petroliather 
(Reinigungsstufe I). 


Diese urspriinglich von Doisy und Mitarbeitern an Placenta- 
extrakten verwendete Methode hat sich als erste Reinigungsstufe 
in der Anwendung auf ,,Schwangerenharn-Rohéle“ ausnahmslos 
bewahrt. 

Die Untersuchung hat gelehrt, daB bei der Verteilung des 
Rohéls zwischen etwa 50°/,igem Alkohol und hochsiedendem 
Petrolather der erzielte Reinigungseffekt am gréBten ist, unter 
der Voraussetzung, daB man nach unten gegebener Vorschrift die 
Technik einer allmahlich fortschreitenden Verdiinnung mit Wasser 
anwendet. Das Hormon verbleibt fast quantitativ im waBrigen 
Alkohol, wihrend bis zu 60°/, der Verunreinigungen mit Petrol- 
ither ausgeschiittelt werden. 

Beispiel: Versuch Nr. 270 vom 13. IV. 1929. 10g Rohdl 
der Wirksamkeit 36000 ME pro Gramm werden in 60 ccm Methyl- 
alkohol gelést, mit 10 ccm hochsiedendem Petrolither und unter 
Schiitteln mit 20 ccm Wasser versetzt; diese Lésung wird mit 





1) J. of biol. Chem. 69, 357 (1926). 
g* 
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etwa der Hilfte ihres Volumens an hochsiedendem Petrolither 
durchgeschiittelt. Nach dem Abtrennen der alkoholischen Phase 
wird diese mit weiteren 20 ccm Wasser versetzt, erneut mit 
Petrolither ausgeschiittelt, wiederum abgetrennt und nach dem 
3. Zusatz von 20 ccm Wasser erschépfend mit Petrolither extra- 
hiert. Die vereinigten Petrolitherausziige hinterlassen nach dem 
Abdestillieren des Lésungsmittels 6 g Riickstand, der im physio- 
logischen Testversuch eine geringe Wirksamkeit zeigt (s. u.); es 
lassen sich aus ihm an krystallisierten Stoffen etwas Benzoe- 
siiure und geringe Mengen Cholesterin darstellen.?) 

Das Hormon verbleibt mit den restlichen Verunreinigungen 
fast vollstiindig in der alkoholisch-wiBrigen Phase, aus der durch 
Abdampfen des Lésungsmittels im Vakuum ein an Hormon ent- 
sprechend angereichertes Ol zu isolieren ist; doch hat es sich 
fiir die weitere Anreicherung als zweckmiaBig erwiesen, die alko- 
holische Phase mit dem 38—4fachen Volumen an Wasser zu ver- 
setzen und dieser triiben Lésung die wirksame Substanz durch 
Ausschiitteln mit Ather’) zu entziehen, da bis zu 20 Gewichts- 
prozent des Ausgangsmaterials an Verunreinigungen in der wiib- 
rigen Schicht verbleiben kénnen. Nach dem Waschen, T'rocknen 
und Verdampfen der iitherischen Lisung hinterbleiben 2 g eines 
rotbraunen Ols, d. i. 20°/, des angewandten Rohéls (Charge 270 a). 
Die physiologische Auswertung dieser Charge ergibt (nach Tab. II) 
einen Wirkungswert von 180000 ME pro Gramm, das entspricht 
einer quantitativen Hormonausbeute. 


Tabelle II. 


Auswertung der Charge 270a in einmaliger Injektion. 











Injizierte Anzahl Tiere | Anzahl Tiere °/, Tiere ME pro g 
Dosis in mg pro Dosis mit Vollbrunst | auf Vollbrunst 

0,00833 6 6 100 120000 

0,00670 6 5 83 150000 

0,00555 5 4 80 180000 














'' Aus 10 kg Schwangerenharn konnten 50 mg Cholesterin und 
1,7 g Benzoesiure isoliert werden. 
*) Entsprechend der Sauerstoffempfindlichkeit des Hormons ist natur- 
gemiB stets nur gereinigter, peroxydfreier Ather verwendet worden. Es hat 
sich fiir seine Darstellung eine Destillation iiber Zinnechloriir kurz vor dem 
Gebrauch als sehr einfach und ausreichend erwiesen. 
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Die mit dieser Technik dargestellten Ole enthielten — je nach der 
Wirksamkeit des Ausgangsmaterials — 100000—200000 ME pro Gramm, 
doch war die Ausbeute stets annihernd quantitativ. Geringe Hormon- 
verluste, die im Petrolither verbleiben, sind leicht durch nochmalige Ver- 
teilung gréBerer Anteile gesammelter Petrolitherriickstinde zwischen 50°/,igem 
Alkohol und Petrolither in der alkoholischen Phase anzureichern: 20g 
Petroliitherriickstand lést man zu diesem Zweck in 100 ccm Petrolither, 
versetzt mit 45 cem Alkohol und unter Schiitteln mit 45 cem Wasser in 
3 Anteilen. Die alkoholische Phase wird wie oben verarbcitet, die hierbei 
erhaltenen Ole kénnen einem neuen Arbeitsgang zugefiihrt werden. 


b) Entmischung mit wiBrigem Alkohol—Benzol 
(Reinigungsstufe II). 


Eine weitere Anreicherung des Hormons kann durch An- 
wendung einer Verteilung des in der Reinigungsstufe I erhaltenen 
Ols zwischen wiBrigem Alkohol und Benzol erreicht werden. Es 
zeigte sich, daf das Hormon in diesem Reinheitsgrad, im Gegen- 
satz zu vielen Begleitstoffen, in 60°/,igem Alkohol weit schwerer 
léslich ist, als in Benzol: es laBt sich daher aus einer Lésung 
in 60°/,igem Alkohol mit Benzol weitgehend angereichert aus- 
schiitteln; bei dieser Alkoholkonzentration liegt das giinstigste 
Verhaltnis zwischen Reinigungseffekt und Hormonausbeute. 

Je nach der Wirksamkeit der verwendeten Ole liegt der er- 
zielte Reinigungsgrad nach Anwendung der ,,Benzoltrennung“ bei 
300—500000 ME pro Gramm. Die Ausbeute an Hormon betrigt 
85—90°/,, doch kénnen die Verluste durch eine zweite gleichartige 
Behandlung der alkoholisch-waBrigen Phase auf 2—3°/, herab- 
gemindert werden. 

Beispiele: Versuch Nr. 342 vom 7. VI. 1929. 2 g Hormondl 
der Wirksamkeit 180000 ME pro Gramm werden in 24 ccm 
Athylalkohol gelést, unter Schiitteln mit 16 ccm Wasser versetzt 
und wiederholt mit etwa 20 ccm Benzol ausgeschiittelt. Die ver- 
einigten Benzolphasen werden hiiufig (6—8mal) mit 60°/,igem 
Methylalkohol gewaschen. — Nach dem Trocknen der Benzol- 
lésung mit Natriumsulfat wird das Lésungsmittel im Vakuum ent- 
fernt; es hinterbleiben 685 mg eines rotbraunen Ols’), also 34 Ge- 
wichtsprozent des Ausgangséls (Charge 342a). — Die physio- 
logische Auswertung dieser Fraktion ist aus Tabelle III ersichtlich, 
1 g dieses Ols hat einen Wirkungswert von etwa 500000 ME pro 
Gramm, das entspricht einer Hormonausbeute von 92°/,. 





1) Aus diesem O1 kristallisieren die ersten Anteile des unten zu be- 
sprechenden Pregnandiols. 
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Versuch Nr. 347, vom 7.VI.1929. 1g Hormonél der Wirksam- 
keit 100000 ME pro Gramm wird nach der in Versuch Nr. 342 
beschriebenen Weise unter Einhaltung entsprechender Konzen- 
trationen behandelt. Der benzollésliche Anteil (347a) betragt 
309 mg, das ist 31 Gewichtsprozent des Ausgangséls. Die Aus- 
wertung (Tab. III) ergibt, daB in 1 g 300000 ME enthalten sind. 


Tabelle III. 


Auswertung der Benzolchargen 342a und 347a in einmaliger 











Injektion. 
e* . . 0 ve > 
Priparat " sg nein age ive wi ME Be- 
Nr. Osis 1ere lere mit | auf Voll- pro g | merkung 
in mg | proDosis} Vollbrunst | brunst | 
0,00250 6 5 100 400 000 1 tot 
342a 0,00182 7 5 71 550000 — 
0,00167 6 1 67 600000 _ 
0,00500 4 4 100 200000 _ 
8478 0,00383 5 4 80 300000 a 
0,00250 5 2 40 400000 ‘ne 




















Die bei den ,,Benzoltrennungen“ erhaltenen wiBrig-alkoholischen 
Phasen werden vereinigt, mit Wasser verdiinnt und ausgeiithert. Die 
iitherische Lisung hinterlaBt nach dem Trocknen und Abdestillieren des 
Lésungsmittels rotbraune Ole, die in wenig Alkohol gelést und einige Zeit 
bei 0° aufgehoben werden. Es erfolgt Krystallisation schwach gelb ge- 
fiirbter, prismatischer Nadeln, die sich um 300° zersetzen. Sie lassen sich 
aus Alkohol oder Wasser umkrystallisieren und sind rein wei8 zu erhalten; 
es handelt sich um eine stickstoffhaltige Verbindung von saurem Charakter, 
deren nihere Untersuchung aussteht. Die Ausbeute an diesem Stoff ist 
wechselnd, sie betriigt zumeist einige mg aus 1 g Ol dieser Phase. 

Die von Krystallen getrennte alkoholische Lisung entbalt zumeist die 
restlichen 15°/, an Hormon. Sie wird erneut der Entmischung mit Alkohol- 
Benzol in der beschriebenen Weise unterworfen, ein Vorgehen, das in der 
Benzolphase 80°/, dieses Hormonrestes erfabt und dem weiteren Trennungs- 


gang zufiihrt. 


Die weitere Reinigung des Hormons unter Ausnutzung seines 
»Lactoncharakters“.’) 


(Reinigungsstufe [11.) 
Man kann beobachten, daB sich aus der itherischen Lisung 


der Rohéle stets ein Teil des Hormons (20—50°/,) mit Alkali 
ausschiitteln liBt; aus der alkalischen Liésung laBt es sich erst 





1) Vgl. FuBnote 2 auf S. 130. 
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nach dem Ansiuern mit Ather quantitativ extrahieren.’) Das 
Verteilungsverhiltnis des Hormons zwischen Ather und Alkali ist 
stark zu beeinflussen: durch Behandlung mit verdiinnter Siure 
auf dem Wasserbad ist der alkalilésliche Teil erheblich zu ver- 
ringern, durch langanhaltendes Kochen mit alkoholischer Kali- 
lauge fast alles Hormon im Alkali zu lésen. — Dieses an ein 
Lacton erinnernde Verhalten hat zur weiteren Reinigung der in 
der 2. Reinigungsstufe erhaltenen Ole folgende Methodik anwenden 
lassen: 

Nach 8stiindigem Erhitzen der gereinigten Ole mit verdiinnter 
alkoholisch-waBriger Salzsiure liegt der gréBte Teil des Hormons 
in der ,,Neutralform“ vor; aus seiner aitherischen Liésung lassen 
sich saure Begleitstoffe fast ohne Verlust an Hormon mit 
Natriumcarbonatlésung abtrennen. Schiittelt man die verbleibende 
Lésung nunmehr laingere Zeit wiederholt mit wiBriger Natron- 
lauge, so vermag man durch diese Behandlung das Hormon dem 
Ather allmahlich als Natriumsalz zu entziehen, wihrend neutrale 
Begleitstoffe im Ather verbleiben. Aus der alkalischen Lisung 
laBt sich nach dem Ansaiuern mit verdiinnter Siure ein héchst 
gereinigtes Hormonél mit Ather extrahieren. 

Man erreicht in dieser 3. Reinigungsstufe einen Reinheitsgrad 
von 1,5—2 Millionen ME pro Gramm, die Ausbeute betrigt im 
Durchschnitt 75°/, an Hormon; ein Rest von 15—20°/, verbleibt 
bei den neutralen Begleitstoffen, die gesammelt werden, um fiir 
eine besondere Aufarbeitung nutzbar gemacht zu werden. 

Beispiel: Versuch Nr. 394 vom 16. VII. 1929. 1,14 g des 
durch die 2. Reinigungsstufe auf eine Wirksamkeit von 450000 ME 
angereicherte Ol wird in 110 cem Athylalkohol gelést, mit dem 
3. Teil des Volumens an verdiinnter (2n) wiBriger Salzsiure ver- 
setzt und 3 Stunden auf dem Wasserbad erwirmt. Die mit 500 ccm 
Wasser versetzte Reaktionslésung wird wiederholt mit Ather aus- 
geschiittelt, die atherische Lésung mit waBriger Natriumcarbonat- 
lésung gewaschen, bis diese sich nicht mehr anfarbt. Die ver- 
einigten Carbonatausziige (b) werden nochmals mit Ather extrahiert, 
und dieser zur urspriinglichen Atherlésung hinzugefiigt. Man extra- 
hiert nun die gesamte itherische Liésung (a) mit Alkali, indem 
man sie 2—3mal mit der Halfte ihres Volumens an In wiBriger 
Natronlauge versetzt und jedesmal 12 Stunden auf der Maschine 





')Glimm u. Wadehn haben 1929 iiber ahnliche Beobachtungen 
berichtet. Biochem. Z. 207, 361. 
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schiittelt. — Die vereinigten Alkaliausziige (c) werden mit ver- 
diinnter Salzsiiure bis zur kongosauren Reaktion versetzt, mit 
Ather aufgenommen, die itherische Lisung gewaschen, getrocknet 
und abdestilliert. Es hinterbleiben 210 mg eines rotbraunen Ols, 
das ist 18,4°/, des Ausgangséls. In Tab. IV ist die Auswertung 
dieser Charge 394¢ gegeben; die Wirkung betrigt 1,75 Millionen ME 
pro Gramm, das entspricht einer Hormonausbeute von 72°/,. 


Tabelle IV. 


Auswertung der Charge 394¢ in einmaliger Injektion. 




















Ipjizierte Anzahl Anzahl /, Tiere 
Dosis Tiere Tiere mit auf ME pro g 
in mg pro Dosis | Vollbrunst Vollbrunst 
0,00100 4 4 100 1000000 
0,00067 7 6 $6 1500000 
0,00050 6 4 66 2000000 














Den Natriumcarbonatausziigen (b) kann man nach dem Ansiuern 
97 mg Ol mit Ather entziehen; diese Fraktion enthalt in 1 g etwa 5000 ME 


an Hormon. 

In dem urspriinglichen iitherischen Auszug (a) verbleiben nach der 
Behandlung mit Carbonat und Alkali die neutralen Begleitstoffe. Durch 
Aufnahmen in Aceton oder Alkohol kann man das Pregnandiol krystalli- 
siert abtrennen; es ist ein gesittigter Alkohol der Formel C,,H,,0, vom 
Schmelzp. 234—235°.?) 


Die Destillation hochst gereinigter Ole im Hochvakuum. 
(Reinigungsstufe IV.) 


Aus Olen von dem Reinheitsgrade von 1000000 ME pro 
Gramm ab ist durch fraktionierte Destillation im Hochvakuum 
direkt krystallisiertes Hormon darstellbar. 

Technisch verfahrt man derart, daf die in der Reinigungs- 
stufe III erhaltenen Ole in kleinen, kugeligen Glasretorten von 
4 ccm Inhalt und einem 12 cm langen Ansatzrohr in Anteilen 
von je 200—300 mg der Destillation bei 0,02—0,03 mm Hg 
unterworfen werden. Das Vakuum wird durch eine Quecksilber- 
dampfstrahlpumpe mit einer Aceton—Kohlensiure gekihlten Vor- 
lage erzeugt; die Retorte wird in einem Luftbad erhitzt; sie wird 





1) Vgl. A. Butenandt, Uber das Pregnandiol, einen neuen Sterin- 
abkémmling aus Schwangerenharn, Ber. chem. Ges. 63, 659 (1930). 
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zunichst 12 Stunden bei 100—115° belassen, in diesem Tempe- 
raturgebiet geht ein Vorlauf iiber, der 20—25°/, des Oles aus- 
macht. Die Destillation wird unterbrochen und der Vorlauf mit 
Ather aus dem Retortenansatz herausgelist. Man unterwirft nun- 
mehr den Riickstand einer langsamen Sublimation, indem man 
die Temperatur iiber 60 Stunden allmihlich von 120° auf 220° 
steigert. Von 130° an setzen sich an dem Retortenhals eis- 
blumenartige oder prismatische Krystalle des Hormons ab, die 
sich im Laufe der Destillation vermehren; der gréBte Anteil geht 
um 150° iiber. Um das Ende der Sublimation zu erkennen, 
wird das Destillat taglich entfernt und die Destillation erst ab- 
gebrochen, wenn keine weitere Krystallisation mehr erfolgt. Wenn 
man bereits im Besitz von Hormonkrystallen ist, erweist es sich 
als zweckmaBig, nach jeder Unterbrechung im Retortenhals zu 
impfen. 

Die Krystallisate sind zumeist mit gelb gefirbtem Ol ver- 
unreinigt, von dem man sie durch kurzes Abspiilen mit kaltem 
Ather befreit. Die im Retortenansatz zuriickbleibenden Krystalle 
werden mit Aceton herausgelést, aus dem sie nach dem Ver- 
dampfen des Lésungsmittels — zumeist in Nadeln krystallisiert — 
zu isolieren sind. Die Ausbeute an Rohkrystallisaten betrigt bei 
der Destillation eines Oles der Wirksamkeit 1000000 ME pro 
Gramm durchschnittlich 8°/, des Gewichtes, da die Wirksamkeit 
der Rohkrystallisate 7—8000000 ME pro Gramm betrigt, so be- 
rechnet sich eine Hormonausbeute von 64 °/,. — Durch nochmalige 
Behandlung gesammelter Destillationsriickstinde mit Salzsiure 
und Alkali nach dem Verfahren der Reinigungstufe [II und an- 
schlieBende Destillation der alkaliléslichen Anteile kann ein weiterer 
Anteil an Hormon gewonnen werden. 

Die einzelnen Phasen der geschilderten Aufarbeitung sind 
aus der beigefiigten Ubersicht (S. 138) ersichtlich. 


Die Reinigung der Rohkrystallisate. 


Die voéllige Reinigung der Krystallisate kann durch noch- 
malige Sublimation im Hochvakuum geschehen, besser aber 
durch Behandlung mit Lésungsmitteln. 

Zum ersten Umkrystallisieren hat sich Essigester unter 
Zusatz von hochsiedendem Petrolither weitaus am besten be- 
wahrt. Die aus der Acetonlésung isolierten Krystalle werden 
hei8 in Essigester gelést und mit dem gleichen Volumen Petrol- 
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Ubersichtstabelle. 


Schwangerenharn-Rohil. 


(Hormoncharge I) , 
80000 ME pro g. 


Trennung zwischen 50°/,igem CH,OH 
und Petrolither 





Alkoholphase ~< | > Petrolitherphase 
(Benzoesiure, Cholesterin) 
+ Wasser 
ausgeathert 


Y 
Hormoncharge II 
100—200000 ME pro g 


——S ee 














Y 
Trennung zwischen 70 °/,igem Alkohol 
und Benzol 
Benzolphase ~< | > Alkoholphase 
Hormoncharge III (stickstoffhaltige Siure) 
300—500000 ME pro g (Zersetzungsp. 305 °) 
—_ Behandlung 
mit verd. HCl, 
ausgeathert 
o- Y 
Atherische Lésung 
Behandlung mit Na,CO, 
Carbonatlésliche Anteile < | > Atherische Restlésung, 





Behandllung mit NaOH 





Alkalische Lésung < _| ———»> Alkaliunlésliche Neutral- | 
angesiuert, bestandteile 
ausgeiithert: (Pregnandiol, 235°) 


Hormoncharge IV 
1,5—2 Mill. .ME pro g 





| frakt. Dest. 


Y 
Rehkrystallisate ——________—__ > Reines krystallisiertes 
7—8 Mill. ME pro g Follikelhormon. 
Schmelzp. 250—251° (korr.) 
8—10 Mill. ME prog 


: 
| im Hoehyv. | 
| 








ee ae m ~ 
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aither versetzt. Von wenig ausfallenden braunen Flocken, welche 
die letzten Verunreinigungen einschlieBen, wird sofort abfiltriert; 
die auf dem Wasserbad vorsichtig konzentrierte Lésung liefert 
das krystallisierte Hormon in kleinen, fast farblosen Blattchen, 
die nochmals aus Essigester (ohne Zusatz von Petrolither) um- 
krystallisiert werden und dann in reinen, farblosen, rhombischen 
Tafelchen zu erhalten sind (Fig. 1 auf Tafel II). 

Reines Hormon krystallisiert sehr gut aus verdiinntem Alko- 
hol, aus dem es — je nach der Krystallisationsgeschwindigkeit — 
in verschiedenen Krystallformen zu erhalten ist: aus weitgehend 
verdiinntem Alkohol krystallisiert es in kleinen, spindelférmigen, 
stark lichtbrechenden Blattchen (Fig. 2 auf Tafel IJ). Durch 
sehr langsame Krystallisation erzielt man die Ausbildung von 
1—2 ccm langen, oft blumenartig verzweigten Krystallen von 
perlmutterahnlichem Glanz (Fig. 3 auf Tafel II). 





Uber einige wesentliche Kigenschaften des krystallisierten 
Follikelhormons ist friiher schon berichtet worden. Die vidllig 
gereinigten Priparate zeigen einen konstanten Schmelzpunkt 
von 250-—-251° (korr.)!) unter geringer Zersetzung. 

Die physiologische Wirksamkeit ist vor kurzem?) ausfihrlich 
erdrtert worden. 

Uber in der Zwischenzeit gepriifte weitere Eigenschaften und 
iiber einige Umsetzungen und Derivate des Hormons wird in 
nachfolgender Arbeit berichtet. 


Fraulein E. von Ziegner fihrte alle physiologischen Ver- 
suche und einen groBen Teil der chemischen Experimente durch; 
bei der Aufarbeitung der Rohdle leisteten Fraulein M. L. Deppe 
und Fraulein H. Kénemann wertvolle Hilfe. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
und der Schering-Kahlbaum-A.-G., Berlin, sei wiederum fiir 
ihre groBziigige Unterstiitzung und fir alle zur Verfiigung ge- 
stellten Hilfsmittel ergebenst gedankt. 





1) Der friiber angegebene konstante Schmelzpunkt von 244—245° ist 


unkorrigiert. 
2) Diese Z. 188, 1 (1930). 





Uber physikalische und chemische Eigenschaften 
des krystallisierten Follikelhormons. 


Untersuchungen uber das weibliche Sexualhormon. (5. Mitteilung.) 
Von 


Adolf Butenandt 
Mit 4 Figuren im Text und auf Tafel III. 





(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitdts-Laboratorium, Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4, August 1930.) 


Nachdem in den vorangegangenen Mitteilungen ausfiihrlich 
iiber die Darstellungsmethode !) des krystallisierten Follikelhormons 
und iiber seine physiologische Wirkung*) berichtet worden ist, sollen 
nunmehr seine physikalischen und chemischen Eigenschaften 
besprochen werden, soweit sie bisher der Beobachtung zugiinglich 
gewesen sind. 

Schon in den vorlaufigen Mitteilungen %) ist das krystallisierte 
Hormon in einigen wesentlichen Eigenschaften charakterisiert 
worden; die vorliegende Arbeit enthalt die experimentellen Grund- 
lagen zu friiher veréffentlichten Ergebnissen und erweitert diese 
durch einige neue Messungen und durch eine Reihe chemischer 


Umsetzungen. 


Uber physikalische Eigenschaften 
des krystallisierten Follikelhormons. 


Krystallform und Schmelzpunkt. Das Hormon krystal- 
lisiert in sehr schén ausgebildeten Krystallen, die sich durch 
Sublimation im Hochvakuum oder durch Umkrystallisieren véllig 
reinigen lassen. Uber die verschiedenen Krystallformen, in denen 
es vorliegen kann (Nadeln, rhombische Blattchen, lange blumen- 
artig verzweigte Krystallbiischel), ist schon berichtet worden. Die 


1) Diese Z. voranstehende Mittlg. 
2) Diese Z. 188, 1 (1980). 
5} Naturw. 17, 879 (1929); Dtsch. med. Wochenschr. 1929, 2171. 
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durch wiederholtes Umkrystallisieren ays Essigester und Alkohol- 
Wasser vollig gereinigten Krystallisate sind farblos und zeigen 
unter geringen Zersetzungserscheinungen einen konstanten Schmelz- 
punkt von 250—251°C (korr.). 

Léslichkeit. Das krystallisierte Hormon zeigt in seiner 
Léslichkeit ausgesprochenen Lipoidcharakter; es ist leicht léslich 
in Alkohol, Aceton, Chloroform, Benzol, schwerer in Ather und 
Hssigester, sehr schwer in Petrolither. Aus seiner Lésung in 
Alkohol oder Aceton laiBt es sich mit Wasser, aus Essigester, 
Chloroform und Benzol mit Petrolither krystallin fallen. 

Wasserldéslichkeit. Die .,echte“ Wasserléslichkeit des 
Hormons ist zu einer Zeit Gegenstand vielseitiger Bearbeitung 
gewesen, als diese Frage praktisch nicht lésbar war. Die Wasser- 
léslichkeit des krystallisierten reinen Hormons(in neutraler Lisung!) 
ist sehr gering; sie ist wegen der Herstellung therapeutischer 
Praparate in wiBriger Lésung nicht ohne Bedeutung, und daher 
durch physiologische Versuche genauer ermittelt worden: 1 ccm 
einer gesittigten wiBrigen Hormonlésung enthilt im Durchschnitt 
etwa 150 ME, danach sind in 100 ccm Wasser héchstens 1,5 mg 
Substanz ldslich. In annihernder Ubereinstimmung mit diesem 
Ergebnis lieB sich 1 mg Hormon in der Siedehitze in 70 ccm 
Wasser lésen, nach dem Abkiihlen der Lésung auf Zimmer- 
temperatur schied sich bereits nach 2stiindigem Stehen ein Teil 
des Hormons wieder aus. 

Versuch vom 7. V. 1930. 
1 mg fein zerpulvertes Hormon wurde mit 10 cem Wasser 1 Stunde zum 
Sieden erhitzt; nach dem Abkiihlen auf Zimmertemperatur wurde vom 
ungelésten Bodenkérper abfiltriert und die waBrige Lésung in 4 maliger 
Injektion im Abstand von je 12 Stunden ausgewertet. Die Resultate der 
Auswertungen sind in Tab. I enthalten. Zur Injektion wurden die in der 


Tabelle angegebenen Mengen der wiBrigen Hormonlésung jeweils mit 
physiologischer Kochsalzlésung auf 0,1 cem aufgefiillt. 


Tabelle I. 


Auswertung einer gesittigten wibrigen Hormonlisung. 











Injizierte Menge | Injizierte Deoeda — o/ Tiere ME 
an gesiittigter | Gesamt- Tiere pro | Tiere auf a pro cem 
Hormonlésung | menge | “Dosis | Vollbrunst | Vollbrunst | W@Srige 
in ecm in ccm Lésung 

4 xX 0,002500 0,010 14 (1 tof) 13 100 100 

4 x 0,001250 0,005 13 (1 tot) 5 42 200 

4 x 0,000625 00025 |13 — 0 0 400 
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Optisches Drehungsvermédgen. Das Hormon dreht die 
Ebene des polarisierten Lichtes stark rechts; die spezifische 
Drehung betragt: 

[ap]? = + 156° 


0,0187 g in 2 ccm Chloroform gelést; 1 = 1 dm; a = + 1,46°; t = 18° 


Ultraviolett-Absorptionsspektrum. Die Messung der 
Ultraviolett-Absorption, mit Hilfe von Quecksilberquarzlicht nach 
der licht-elektrischen Methode durchgefiihrt, fiihrte zu Ergebnissen, 
die durch Tab. II und Fig. 1 belegt werden. Danach zeigt das 
krystallisierte Hormon ein charakteristisches Absorptionsmaximum 
bei 283—285 mu. 

Tabelle II. 


Absorptionsmessung. 
2,714 mg, gelést in 10cem absolutem Alkohol, ergeben folgende Werte: 



































Lisungs- Liésung Losungs- Lésung 2,3 log ie 
i mittel J mittel *) ye log en | 9 = J, 
J. J ) 0 ) 1,12 
0 0 

865 20,0 20,0 — —_ a _- 
334 21,5 21,5 — _— — — 
313 | 21,2 20,8 21,1 20,9 0,006 0,0123 
302 | 20,9 20,5 21,1 20,6 0,01 0,0205 
296 | 225 21,0 22,4 21,0 0,029 0,0595 
239 | 23,5 15,1 23,5 15,1 0,192 0,394 
280 | 26,0 16,0 26,0 15,9 0,212 0,435 
275 | 29,1 19,9 28,6 19,4 0,167 0,343 
270 | 25,1 19,1 25,1 19,1 0,119 0,244 
265 | 23,4 19,0 23,5 19,1 0,09 0,185 
254 | 25,0 22,5 24,9 22.5 0,045 0,0925 
248 | 24,3 22,2 24,3 22,9 0,04 0,0822 
240 | 24,0 18,0 24,0 18,0 0,125 0,256 
238 | 25,4 16,9 25,4 17,0 0,175 0,36 
234 22,0 10,0 22,0 10,0 0,342 0,703 
230 | 24,1 8.1 24,0 8,0 0,475 0,975 
204 | 267 7,1 26,8 7,0 0,579 1,19 


*) Kontrollmessung. 
**) Errechnet aus den Mittelwerten beider Messungen. 


Das Ultraviolett-Absorptionsspektrum sei gegenwartig nur zur 
physikalischen Charakterisierung des Hormons angefihrt. Inwieweit 
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es zu seinem quantitativen Nachweis in optisch reinen Lésungen 
herangezogen werden, und ob es Wegweiser bei der weiteren 
Konstitutionsermittlung sein kann, bedarf der Untersuchung. 
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Fig. 1. Absorptionsspektrum einer 0,027°/, cgm alkoholischen Hormonlésung. 


Farbreaktionen. Das. Hormon gibt. keine charakte- 
ristischen Farbreaktionen, insbesondere sind die Reaktionen auf 
Sterine nach Salkowsky und Liebermann-Burchhard negativ, 
es erfolgt nur eine gelbrote Farbung durch konzentrierte Schwefel- 
siure. Mit eisenoxydhaltigem Hisessig und konzentrierter Schwefel- 
siure ist keiner der intensiven Farbténe zu beobachten, die z. B. 
fir Digitalinum verum charakteristisch sind. Auch mit Ferri- 
chlorid tritt keine Farbung auf. 

Uber die Haltbarkeit des Hormons. Krystallisiertes 
Hormon ist oxydabel, es zeigt die Empfindlichkeit gegen Sauer- 
stoff, die schon an Rohdlen allgemein erkannt worden ist. 
In verkorkten GefiBen aufbewahrte Krystallisate zeigen sich 
nach Monaten unverindert, jedoch ist die Haltbarkeit in alkoho- 
lischer Lésung gering; die physiologische Priifung alkoholischer 
Lésungen zeigt, da® innerhalb von 2 Monaten ein Abklingen 
ihrer Wirksamkeit um mindestens 3/, feststellbar ist. Das 
Hormon verwandelt sich dabei in ein nicht krystallisierendes, 
braunes Harz. 





144 Adolf Butenandt, 


Uber die physiologischen Eigenschaften des krystallisierten Hormons 


kann zusammenfassend berichtet werden, daB sich alle friiher am 
unreinen Stoff ermittelten Merkmale haben bestiitigen lassen. AuBer 
der Brunstwirkung kann man mit dem reinen Hormon die 
typischen Wachstumswirkungen an Uterus, Vagina und Brust- 
driise erzeugen. KE. Laqueur’), der als erster iiber entsprechende 
Versuche mit krystallisiertem Hormon berichtete, hat auch die 
iibrigen physiologischen EKigenschaften (antimaskuline Wirkung 
und Wachstum der Mamma bei minnlichen Tieren) an seinen 
Krystallisaten feststellen kénnen. Alle diese Wirkungen kommen 
demnach einer einzigen Substanz zu. 

Je nach der angewandten Auswertungstechnik zeigt das 
krystallisierte Hormon einen Wirkungswert von 8 Millionen bis 
zu 40 Millionen ME pro Gramm.) 


Uber die chemische Zusammensetzung des Hormons. 


Durch die Untersuchung der reinen Krystallisate konnte 
erstmalig mit Sicherheit bewiesen werden, daB das Follikelhormon 
frei ist von Stickstoff, Phosphor und Schwefel; es enthilt nur 
Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff und steht sicher nicht in 
chemischem Zusammenhang mit KiweiBstoffen und Kohlenhydraten.*) 

Wie friiher schon kurz dargelegt*) und bei der Darstellungs- 
vorschrift eingehend erértert wurde®), zeigt das Hormon gegeniiber 
Siure und Alkali ein Verhalten, das am besten durch das Vor- 
liegen eines Lactonringes gedeutet werden konnte; andererseits wies 
die veriinderte physiologische Wirkung veresterter Rohéle®) — 
wie sie weiter unten ausfihrlich geschildert wird — auf die An- 
wesenheit einer alkoholischen Hydroxylgruppe hin; anscheinend 
waren also 3 Sauerstoffatome im Hormon vorhanden. Auf Grund 
dieser Uberlegungen wurden nach dem Ergebnis der ersten quanti- 
tativen Analyse Formeln wie C,,H,,0O, oder C,,H,,0, fiir die wahr- 





1) KE. Laqueur, Dingemanse, de Jongh, Kober, Dtsch. med. 
Wochenschr. 1930, 301. 

7) Vgl. Diese Z. 188, 1 (1930). 

8) E. Laqueur u. Mitarb. haben friither schon hochwirksame Priparate 
gewonnen, in denen sic Stickstoff und Schwefel nicht nachweisen konnten. 
Da man aber iiber den absoluten Gehalt der Priiparate an Hormon nichts 
aussagen konnte, war der Schlu8, auch das Sexualhormon sei frei von 
diesen Elementen, nicht beweisend. 

‘) Naturw. 17, 879 (1929); Dtsch. med. Wochenschr. 1929, 2171. 

°) Vgl. voranstehende Mitteilung, Diese Z. 

6, Vgl. Dtsch. med. Wochenschr. 1929, 2171. 
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scheinlichsten Ausdriicke der molekularen Zusammensetzung des 
Hormons gehalten') und ihm die Konstitution eines ungesittigten 
Oxylactons zuerteilt. 

Die Darstellung und Untersuchung des ersten Derivates, eines 
gut krystallisierten Acetylproduktes, schien diese Ansicht zu be- 
stitigen und eine Formel mit 24 Kohlenstoffatomen zu sichern. 
Erst die katalytische Hydrierung dieses Acetates fiihrte zu einem 
krystallisierten Derivat, dessen analytische Zusammensetzung mit 
den bisher fiir wahrscheinlich gehaltenen Formeln des Hormons 
nicht mehr in Kinklang zu bringen war; damit wurde eine noch- 
malige eingehende Priifung der friiheren Befunde, sowie die Dar- 
stellung und Untersuchung einiger funktioneller Derivate des 
Hormons notwendig. Diese Aufgabe ist inzwischen in Angriff ge- 
nommen, sie hat gegenwirtig zu anderen Resultaten gefiihrt, als 
urspriinglich erwartet wurde. Die zur Bearbeitung jeweils vor- 
handenen Mengen an krystallisiertem, reinsten Hormon sind jedoch 
so gering, daB man nur allmihlich vollig gesicherten Kinblick in 
die Konstitution des Follikelhormons wird gewinnen kénnen. 

Bei naherer Priifung der analytischen Befunde hat sich gezeigt, 
daB das reine Hormon 4uBerst schwer verbrennlich ist; erst unter 
Beriicksichtigung dieses Umstandes bei der Analyse liefert es 
konstante Kohlenstofiwerte, welche um 0,5—0,8°/, hoher liegen 
als die urspriinglich ermittelten. Durch diese Tatsache sind die 
zunichst erérterten Ansichten iiber die Molekularformel des Hormons 
nicht mehr in vollem Umfange richtig. Nach den bisher durch- 
gefiihrten Experimenten, welche im einzelnen nacheinander be- 
sprochen werden sollen, scheint die Molekularformel C,,H,,0, *) 
der gegenwirtig beste Ausdruck fiir die Zusammensetzung des 
Follikelhormons zu sein; diese Formel steht in gutem Kinklang 
mit dem ermittelten Molekulargewicht und einer Reihe von Deri- 
vaten und vermag auch — wie spiter auszufiihren ist — das Ver- 
halten des Hormons vollig zu erkliren. 


Die Ermittlung der Molekularformel. 
Die ersten quantitativen Analysen des reinen Hormons ergaben 
als durchschnittliche Werte 79°/, C und 8°/, H, Zahlenwerte, die 


in guter Ubereinstimmung mit der fir C,,H,,0, zu erwartenden 
Zusammensetzung (79,1°/, C, 7,75°/, H) standen. 





1) Naturw. 17, 879 (1929); Dtsch, med. Wochenschr. 1929, 2171. 
2) Ebenfalls méglich ist die Formel C,,H,.0,, doch ist die Formel mit 
18 Kohlenstoffatomen gegenwiirtig wahrscheinlicher. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCI. 10 
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2,229, 8,140 mg Substanz (getr. bei Zimmertemp. im Hochv.), 3,730, 
2,832 mg Substanz (getr. bei 100° im Hochv.) gaben 6,400, 9,130, 10,820, 
8,230 mg CO, und 1,62, 2,28, 2,72, 2,01 mg H,0. 

Daraus berechnet sich: 

78,31, 79,30, 79,11, 79,07 °/, C 8,13, 7,95, 8,16, 7,75 °/, H 

Nachdem die schwere Verbrennbarkeit des Hormons erkannt 
war, wurden folgende Analysenzahlen ermittelt: 

8,010, 4,604, 2,949 mg Substanz (getr. bei 100° im Hochv. iiber P,O,) 
gaben 8,775, 13,445, 8,630 mg CO, und 2,21, 3,34, 2,19 mg H,O. 

Daraus berechnet sich: 

79,51, 79,65, 79,81°/, C 8,22, 8,11, 8,81°, H 

Aus diesen Daten ergibt sich ein Atomverhiltnis: C,H,,0,. 

Mikromolekulargewichtsbestimmungen nach Rast ergaben 
folgende Werte: 

1,239 mg Substanz in 16,272 mg Campher: 4=10,5 M = 290 
0,339 mg » = ——ie. + A=12,8 M= 275 
0,195 mg >» ~—-gy-:«Si 8 240mg =, A= 89 M=271 

Aus den letzten Analysenergebnissen und den Molekular- 
gewichtsbestimmungen ergibt sich fiir das Follikelhormon die 
wahrscheinliche Zusammensetzung C,,H,,O,.’) 

Ber. 79,9, C 8,20°/, H M = 270 


Uber die Funktion der Sauerstoffatome. 


A. Der saure Charakter des Follikelhormons. Bei der 
Besprechung der Hormondarstellung ist ausfiihrlich dargelegt worden, 
daB man schon an Rohélen aus Schwangerenharn oder Placenta 
erkennen kann, daB das Hormon in einer neutralen und einer 
alkaliléslichen, sauren Form zu existieren vermag; beide Formen 
stehen augenscheinlich miteinander im Gleichgewicht, welches durch 
Behandlung mit Saiuren und Alkalien zu beeinflussen ist. Auf 
diesem Verhalten lieB sich eine gute Reinigungsmethode aufbauen. 

Diese typische Eigenschaft findet sich auch am reinen Hor- 
mon wieder: es ist ein neutraler Stoff, wie aus der Reaktion 
seiner wiBrigen oder alkoholisch-wiBrigen Liésung gegen Lack- 
mus zu -erkennen ist; auch bei der Siuretitration mit Alkali in 
Gegenwart von Phenolphthalein erweist es sich als neutral. In 
kalter wiiBriger Kalilauge lésen sich die gepulverten Krystalle 
erst bei lingerer Kinwirkung, werden jedoch beim Erwirmen so- 


1) Vgl. FuBnote *) auf 8. 145. Fir C,,H,,O, berechnet sich 79,64°/, C 
u. 7,86 °/, H. : 
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fort gelést; aus der alkalischen Lésung sind sie durch wiederholtes 
kurzes Ausschiitteln mit Ather nicht zu extrahieren, wihrend sie 
durch Kinleiten von Kohlensiure') oder durch Ansiiuern der al- 
kalischen Lésung mit Mineralsiure unveriindert wieder zu fillen 
sind. Dieses Verhalten entspricht dem eines leicht spaltbaren 
Lactons und ist friiher unbedenklich so gedeutet worden. Nach- 
dem jedoch fiir die Molekularformel der Ausdruck C,,H,,0, er- 
mittelt worden ist, andererseits an dem Vorhandensein einer freien 
Hydroxyl-gruppe kein Zweifel bestehen kann, ist das Vorliegen 
einer Lactongruppe nicht mehr méglich. 

Bis zu einem gewissen Grade kann man das Verhalten des 
Hormons gegen Alkali und Siure durch die Annahme eines pheno- 
lischen Hydroxyls deuten, welches weitgehend hydrolisierte 
Alkalisalze bildet; doch sprechen die neutrale Reaktion der Hor- 
monlésung, das Ausbleiben einer Farbung mit Ferrichlorid und 
die relativ groBe Bestindigkeit des Hormons gegen Diazomethan’”) 
nicht fiir diese Annahme. 

Naher liegt vielleicht die Deutung durch eine dem Lacton- 
charakter weitgehend entsprechende Keto-Enol-Tautomerie; 
bei der Richtigkeit dieser Anschauung miiBte aus einer neutralen 
Ketoform bei der Behandlung mit Alkali die schwach saure Enol- 
form entstehen. Zur Stiitze dieser Auffassung wurde der Keton- 
charakter des Hormons einer Priifung unterzogen. 

Es‘hat sich gezeigt, daB das Hormon mit Hydroxylamin in 
essigsaurer Lésung unter Bildung eines wohlkrystallisierten Oxims 
von der erwarteten Zusammensetzung C,,H,,O(NOH) reagiert. 
Durch diesen Versuch ist die Ketonnatur des Follikelhormons 
sichergestellt, und die Auffassung einer méglichen Keto-enol-tauto- 
merie gestiitzt. 


“Darstellung des Oxims: 9 mg krystallisiertes Hormon 
wurden mit iiberschiissigem Hydroxylamin-acetat in 4 ccm Alkohol 
2 Stunden auf dem Wasserbad zum Sieden erhitzt. Nach be- 
endeter Reaktion wurde die Lisung etwas konzentriert und mit 
einigen Tropfen Wasser versetzt. Ks krystallisiert das Oxim in 





1) Auf die Fiallbarkeit des Hormons aus seiner alkalischen Lisung 
mit Kohlensiiure hat als erster Marrian hingewiesen. Biochem. J. 25, 
1233 (1929). 

*) Nach mehrstiindiger Einwirkung von itherischer Diazo-methanlisung 
auf krystallisiertes Hormon ist dieses unveriindert wieder zu isolieren. Nach 
24 stiindiger Reaktionsdauer ist ein Teil des Hormons veriindert und nicht 
mehr in Alkali zu lésen. 


10* 
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derben zu Biischeln vereinigten Nadeln, die sich gut aus ver- 
diinntem Alkohol umkrystallisieren lassen. Nach dreimaligem Um- 
krystallisieren zeigen die Krystalle einen Zersetzungspunkt von 
230° (unkorr.). Analyse: 2,472 mg Subst. (getr. bei 100° i, Hochv. 
iiber P,O,) liefert 0,098 ccm N (21,5°, 752 mm). 


Die bisher vorhandene Substanzmenge war fiir die Durchfihrung einer 
CH-Bestimmung nicht ausreichend. 


Fiir C,,H,,0,N Ber. 4,9°, N Gef. 4,6°, N 


B. Der Alkoholcharakter. 


1. Der physiologische Nachweis einer Hydroxylgruppe 
und iiber die physiologische Reaktion von Hormonestern. 


Uber die Funktion des 2. Sauerstoffatoms konnten schon 
durch das Studium von Umsetzungen der Hormonrohdle Anhalts- 
punkte gewonnen werden, E. A. Doisy, Ralls und Jordan!) 
haben 1926 an Placentaélen die Beobachtung gemacht, daB die 
physiologische Wirkung dieser Ole durch Umsatz mit Acylierungs- 
mitteln verloren geht und auf Grund dieser Versuche schon da- 
mals die Méglichkeit des Vorliegens einer Hydroxylgruppe im 
Brunsthormon erértert. Das Verschwinden der physiologischen 
Wirkung nach dem Umsatz von Hormondélen mit Acylierungs- 
mitteln konnte in den untersuchten Fallen nicht bestitigt werden, 
hingegen zeigte sich an den acylierten Olen im Brunstversuch an 
der kastrierten Maus eine sehr charakteristische Anderung der 
physiologischen Wirkung: 

a) Der Umsatz von Hormonélen mit Essigsiureanhydrid 
fiihrt keinen bemerkenswerten Effekt herbei. 

b) Erwirmt man hingegen mit Phenylcyanat, so zeigen die 
erhaltenen Ole im Tierversuch drei wesentliche, neue Merkmale 
gegeniiber der Normalreaktion: 1. die Wirkung ist um das 4fache 
verringert, d. h. man benétigt zum Erreichen einer Vollbrunst 
eine 4fache gréBere Dosis gegeniiber dem Ausgangsmaterial, 2. der 
Wirkungsbeginn ist gegeniiber einer Normalreaktion etwas ver- 
zogert, und der Brunstgipfel wird um 1—2 Tage spiter erreicht, 
3. die Reaktionsdauer ist wesentlich verlingert. 

Beispiel: Versuch 606 vom 2. XI. 1929. 50 mg eines Hormondles 


der Wirksamkeit 800000 ME pro Gramm wurde unter AusschluB von Feuchtig- 
keit 1 Stunde mit einigen ccm Phenylcyanat erwirmt, mit wasserfreiem 


1) J. of biol. Chem. 69, 357 (1926). 
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Benzol aufgenommen, im Vakuum zur Trockne gedampft und fiir die physio- 
logische Priifung nach genauer Wiigung in Sesamél geliést. Die Tabelle LII 
zeigt die nach einmaliger Injektion verschieden groBer Dosen beobachteten 
Wirkungen. 


Tabelle III. 


Physiologische Wirkung einer mit Phenyleyanat behandelten Hormonlésung 
der urspriinglichen Wirksamkeit von 800000 ME pro g. 








Einmalig |Umgerechnet | Zahl der 


—" auf Versuchs- Reaktion der Tiere 
mg ME pro g tiere 





0,00133 750000 6 Nach 60 Std. alle 6 Tiere ohne Re- 
aktion; nach 84 Std. zeigen 2 Tiere 
schwache Wirkung, die am gleichen 
Tag zum Ruhestadium abklingt. 


0,00266 375 000 6 Nach 84 Std. zeigen alle 6 Tiere eine 
iiber 24 Std. anhaltende schwache 
Wirkung. 


0,00500 200000 6 1 Tier tot; 5 Tiere zeigen nach 48 Std. 
schwache Wirkung, nach 60 Std. 
zeigt 1 Tier Volloestrus, die iibrigen 
Prooestrus; nach 84 Std. erreichen 
weitere 2 Tiere Volloestrus, ein 
weiteres Tier nach 138Std. Fest- 
stellbare Wirkung bei allen Tieren 
vom 2. bis ungefihr 9. Tag nach der 
Injektion. — Injizierte Dosis = 1 ME. 


0,01000 100000 6 1 Tier tot. Nach 48 Std. sind 2 Tiere, 
nach 84 Std. weitere 2 Tiere auf 
dem Volloestrusstadium. Dauer- 
brunst von 4—5 Tagen, 1 Tier nur 
Prooestrus.— Injizierte Dosis= 2ME. 











c) Der Umsatz von Hormonélen mit Benzoylchlorid und 
Natronlauge fiihrte zu einem besonders bemerkenswerten Resultat. 
Kine Verringerung der Wirksamkeit wurde in diesem Fall nicht 
beobachtet, -die Umsetzungsprodukte zeigen keinerlei Wirkungs- 
verlust; jedoch ist die verzégerte und die verlangerte Wirkung 
deutlich ausgeprigt. 

Beispiel: Versuch vom 10. V. 30. 250 mg eines Hormondéles der 
Wirksamkeit 1 Million ME pro Gramm wurden in 2 ccm Benzoylehlorid ge- 
lést und in der Kilte mit viel tiberschiissiger wiBriger Natronlauge versetzt, 
dann kurze Zeit gelinde erwiirmt. Nach dem Erkalten wurde von dem aus- 
gefallenen braunen Ol! abdekantiert, der Riickstand mit Wasser gewaschen 


und getrocknet. Die physiologische Auswertung des in Sesamél eingestellten 
Umsetzungsproduktes zeigte die in Tabelle 1V zusammengefaBten Resultate. 











150 Adolf Butenandt, 


Tabelle IV. 


Physiologische Wirkung einer mit Benzoylchlorid und Natronlauge 
behandelten Hormonlésung der Wirksamkeit 1000000 ME pro g. 





Einmalig 
injizierte 
Dosis 
mg 


0,001 


0,002 


0,010 


ME pro g 








Umgerechnet 
auf 


Zahl der 
Versuchs- 
tiere 


Reaktion der Tiere 








1000000 


500000 


100000 





9 


10 
(1 tot) 


10 





Beginn der Reaktion 48—60 Std. nach 
er Injektion. (Normal nach 36 bis 
45 Std.!) Vollbrunst bei 8 Tieren 
(89 °/,) nach 60—70 Std. nach der 
Injektion. (Normal nach 36-54 Std. !) 
Dauer der Vollbrunst 2—3 Tage, 
Abklingen der Wirkung  iiber 
weitere 3 Tage. 


Beginn der Reaktion 48—60 Std. nach 
der Injektion. Vollbrunst bei allen 
Tieren nach 60—70 Std. nach der 
Injektion. Dauer der Vollbrunst 
3—4 Tage, Abklingen der Wirkung 
iiber weitere 4 Tage. Insgesamt 
Wirkung iiber 7—8 Tage! 


Beginn der Reaktion 36 Std. nach der 
Injektion. Vollbrunst bei allen 
Tieren nach 48—60 Std. Ausge- 
sprochene Dauerbrunst iiber 6 bis 
15 Tage! Abklingen der Wirkung 
iiber weitere 3—6 Tage. Insgesamt 
Wirkung iiber 12—18 Tage! (In- 
jizierte Dosis = 10 ME.) 


Die Figur 2 gibt eine anschauliche Vergleichsiibersicht iiber 


die Wirksamkeit gleicher Hormonmengen bei einmaliger Injektion 
vor und nach einer Benzoylierung. 


Vo//cestrus | a~ 9 " . . . ’ , 
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Fig. 2. Anderung der pbysiologischen Wirksamkeit eines Hormonéls durch Benzoylierung, 


---++ Wirkungskurve nach Injektion von 1 ME ,,Normaldél*‘. 
——— Wirkungskurve nach Injektion einer gleichen Dosis benzoyliertem Hormondl. 
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Besonders charakteristisch tritt die verinderte Wirkung der 
Ester hervor, wenn man iiberdosiert. Man erreicht durch ein- 
malige Injektion von mehreren ME ,,Normalél* hiaufig das Auf- 
treten der Vollbrunst iiber mehrere (meist 3) Tage; mit benzoy- 
liertem Rohél hat sich nach einmaliger Injektion von 10 ME 
eine ,,Dauerbrunst“ iiber 11—16 Tage erzielen lassen! Man ver- 
mag also auf diese Weise dem Organismus ein iiber einen lingeren 
Zeitraum wirkendes Hormondepot zu verabreichen. 

Nach der Verseifung der veresterten Ole kehrt die Wirkung 
zur urspriinglichen zuriick. 

Diese Versuche zeigen ein in drei Richtungen bemerkenswertes 
Resultat: 1. sie enthalten den Nachweis einer veresterbaren Hydr- 
oxylgruppe im Hormon; 2. es scheint der SchluB berechtigt, dab 
diese Hydroxylgruppe fiir die physiologische Wirkung notwendig 
ist, denn die protrahierte Wirkung der Ester findet ihre einfache 
Deutung in der Annahme, daB die lingere Zeit im Blut kreisenden 
Ester allmahlich vom Organismus verseift werden. Diese Ver- 
seifung liefert dem K6rper fortlaufend kleinste wirksame Hormon- 
dosen iiber einen laingeren Zeitraum'); 3. es erscheint nicht aus- 
geschlossen, daB fiir die therapeutische Verwendung von Hormon- 
extrakten dieses Verhalten nicht ohne Bedeutung ist, da man die 
Anzahl der Hormongaben vielleicht durch Injektion veresterter 
Ole zu verringern imstande ist, ohne ein schnelles Abklingen der 
Wirkung zu befiirchten. 


2. Der Nachweis der Hydroxylgruppe durch die 
Darstellung und Untersuchung krystallisierter Ester. 

Die veresterbare Hydroxylgruppe hat sich auch am reinen 
Hormon durch die Darstellung krystallisierter Ester nachweisen 
lassen, durch deren analytische Zusammensetzung die ermittelte 
Molekularformel gestiitzt wird. So lieB sich bei der Behandlung mit 
Essigsiureanhydrid in Gegenwart von Pyridin ein Acetylderivat 
darstellen, und der Umsatz des Hormons mit Benzoylchlorid und 
Alkali fiihrte zu einem gut krystallisierenden Benzoylderivat. 

Acetylderivat: 17mg Hormon wurden mit 0,6 ccm Pyridin 
und 2 ccm Essigsiureanhydrid 2 Tage in der Kalte aufbewabhrt, 
in 20 ccm verdiinnte Schwefelsiure eingegossen und einige Zeit 
bei 0° gehalten. Das sich absetzende Ol krystallisiert allmihlich 





1) DaB man durch vielfach unterteilte Dosierung eine besonders groBe, 
anhaltende Wirkung erzielt, ist seit langem bekannt. Vgl. auch Diese Z. 
188, 1 (1930). 
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und ist nach dem Abfiltrieren aus verdiinntem Alkohol umzu- 
krystallisieren. Bei schneller Krystallisation erhalt man es in 
feinen Nadeln oder Blittchen, bei sehr langsamem Abkiihlen in 
charakteristischen, zu Rosetten angeordneten, meist spindelférmig 
ausgebildeten Prismen (Fig. 3 auf Taf. III). In allen Fallen ist 
der Schmelzpunkt konstant: bei 111—112° zerflieBt der Krystall 
(wahrscheinlich unter Verlust von Krystallwasser) zu einer triiben 
Schmelze, die bei 126° klar wird. Wiedererstarrte Schmelzen 
zeigen einen scharfen Schmelzpunkt von 126° (unkorr.).") 

Analyse: 4,340, 2,344 mg Substanz (getr. bei 70° im Hochv. iiber 
P,O,) gaben 12,155, 6,620 mg CO, und 2,90, 1,60 mg H,0. 

Fir C,,H,,0, Ber. 76,87, C 1,15 J, H 

Gef. 176,41, 77,01 °/, C 7,48, 7,64 °/, H 

Die physiologische Priifung des Acetats, ausgefiihrt in Sesam- 
dllésung in einmaliger Injektion, ergab, daB das acetylierte Hor- 
mon praktisch dieselbe Wirksamkeit zeigt, wie das Hormon selbst; 
eine geringe protrahierte Wirkung ist aber auch hier unverkennbar. 
Die physiologische Auswertung bestitigt somit die Beobachtung, 
welche friiher bei der physiologischen Priifung acetylierter Roh- 
dle gemacht wurde. In Tabelle V sind die Ergebnisse der Aus- 
wertung wiedergegeben. 























Tabelle V. 
Auswertung des krystallisierten Hormonacetats in Sesaméllésung. 
. Einmalig Umgerechnet | 4) 2ah] Tiere|S02%h! Tiere} °/, Tiere 
injizierte Dosis auf Dos; auf auf 
in mg ME pro g pro M08!S | Vollbrunst | Vollbrunst 
0,000 100 10000000 12 6 50 °/, 
0,000 125 8000000 12 8 66 
0,000 167 6000000 12 9 75 














Bromacetylderivat: Um iiber die MolekulargréBe des Hormons 


sichere Auskunft zu erhalten, wurde versucht, ein bromhaltiges Derivat dar- 
zustellen. Es gelang der Umsatz des Hormons mit Bromessigsiureanhydrid, 
jedoch war das Reaktionsprodukt nach seinem Verhalten nicht einheitlicher 
Natur. Wabhrscheinlich entstehen unter den gewihlten Bedingungen Mono- 
und Diacetat aus der Enolform nebeneinander. Die zur Verfiigung stehende 
Substanzmenge reichte zur Isolierung einer einheitlichen Krystallfraktion 
nicht aus. 

7 mg Hormon wurden mit 200 mg Bromessigsiure-anhydrid und 20 mg 
bromessigsaurem Natrium 2 Stunden auf dem Wasserbad erwiirmt. Die er- 


1!) In den Mutterlaugen des Mono-acetats findet sich eine uneinheitliche 
Krystallfraktion, die vielleicht aus der Enolform entstehendes Diacetat enthalt. 
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kaltete Losung wurde unter Kiihlung mit Wasser versetzt und im Eisschrank 
aufbewahrt. Das ausgefallene O! erstarrte allmihlich krystallin. Durch lang- 
same Krystallisation aus wiBrigem Aceton schieden sich zu Rosetten angeord- 
nete Nadeln aus, die auch nach 3 maligem Umkrystallisieren nicht einheit- 
lich aussahen und einen unscharfen Schmelzpunkt von 133—147° aufwiesen. 


Analyse: 4,390 mg Substanz (getr. bei Zimmertemperatur im Hochv.) 

lieferten 0,993 mg Br = 22,62 °/, Br. 
Fiir C,,H,,0,Br Ber. 20,43 °/, Br 
” C,,H,,0,Br, ” 31,22 

Benzoylderivat: 10 mg Hormon wurden unter Erwirmen 
in 10 ccm verdiinnter Natronlauge gelést, nach dem Erkalten 
wurden unter Schiitteln einige Tropfen Benzoylchlorid hinzugefiigt. 
Das Reaktionsgemisch wurde zunichst 10 Minuten in der Kilte, 
dann weitere 5 Minuten unter gelindem Erwirmen geschiittelt. 
Das benzoylierte Hormon fallt waihrend der Veresterung aus, es 
erstarrt nach dem Abkiihlen der Lésung, wird von dieser durch 
Filtrieren getrennt und mit wenig Chloroform aufgenommen. Nach 
dem Zusatz von Petrolither scheidet sich das Benzoylderivat aus 
dieser Lésung allmablich grob krystallin ab. Aus verdiinntem 
Alkohol ist es in kleinen weiBen, durch langsame Krystallisation aus 
absolutem Alkohol in langen, prismatischen, farblosen Nadeln zu 
erhalten. Es schmilzt unter Zersetzung bei 211—212° (unkorr.). 
Nach der Analyse handelt es sich wahrscheinlich um das Mono- 
benzoy]-derivat.') 


Analyse: 2,868 mg Substanz (getr. bei 100° im Vakuum iiber P,O,) 
gaben 8,414 mg CO, und 1,855 mg H,0. 


Fiir C,,H,,0, Ber. 80,17°/, C 7,00 °/, H 
” C33H5.0, ” 80,29 6,32 
Gef. 80,01 7,23 


Die Hydrierung des Hormons. 


Es war schon an gereinigten Hormondlen festgestellt worden, 
daB ihre physiologische Wirksamkeit durch energische katalytische 
Hydrierung verloren geht*); auf Grund dieses Verhaltens wurde 
auf die Anwesenheit ungesattigter Atomgruppierungen im Follikel- 
hormon geschlossen. In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung 
hat sich das reine Hormon (als Acetat) mit katalytisch erregtem 
Wasserstoff in ein gut krystallisiertes Derivat iiberfiihren lassen, 
welches gegen weitere Reduktion bestandig ist. Es hat die Zu- 





1) Die physiologische Wirksamkeit des reinen Benzoylderivates konnte 
bisher nicht gepriift werden; es wird spiter dariiber berichtet. 
2) Naturw. 17, 879 (1929). Dtsch. m, W. 1929, 2171. 





154 Adolf Butenandt, 


sammensetzung C,,H,,0.1) Die Funktion des einen Sauerstoffatomes 
ist experimentell noch nicht geprift, doch ist als sehr wahrschein- 
lich anzunehmen, daB die urspriingliche Hydroxylgruppe (unter Ab- 
spaltung des Acetatrestes) erhalten geblieben ist, wihrend die Keto- 
gruppe anscheinend durch CH, ersetzt ist und 3 Doppelbindungen 
abgesittigt sind. In (bereinstimmung mit der Abwesenheit der 
Carbonylgruppe ist das perhydrierte Hormon auch beim Kochen 
in waBrigem Alkali nicht mehr léslich, die sauren Eigenschaften 
des Hormons sind also bei der Hydrierung verloren gegangen. 
Perhydriertes Hormon: 15 mg Hormon-acetat wurden in 
50 ccm absolutem Alkohol in Gegenwart von Platinoxyd-Kataly- 
sator nach Adams Shriner in einer Wasserstoffatmosphire ge- 
schiittelt. Nach beendeter Wasserstoffaufnahme wurde der Alkohol 
bis auf wenige ccm entfernt und die Lésung mit einigen Tropfen 
Wasser versetzt. Nachdem von einem geringen flockigen Nieder- 
schlag abfiltriert worden war, wurde die Lésung 12 Stunden bei 0° 
aufbewahrt. Es erfolgte die Abscheidung des perhydrierten Hormons 
in seidenweichen Nadeln, die aus verdiinntem Alkohol umkrystal- 
lisiert, bei 95° (wahrscheinlich unter Verlust von Krystallwasser) 
erweichen und bei 104° (unkorr.) schmelzen (s. Fig. 4 auf Tafel ITI). 


Analyse: 3,023, 4,508, 4,369 mg Substanz (getr. bei 60° im Hochv. 
iiber P,O;, wobei sich ein bedeutender Verlust an Krystallwasser zeigte) 
gaben 9,129, 13,540, 18,155 mg CO, und 3,171, 4,61, 4,54 mg H,O. 

Fiir C,,H;,0 Ber. 82,36 °/, C 11,53 °/, H 
Gef. 82,86, 81,93, 82,11°/, © 11,74, 11,44, 11,68 °/, H 


Zusammenfassung. 

Das durch Schmelzpunkt, Krystallform, Léslichkeit, optische 
Drehung, Ultraviolettabsorptionsspektrum und physiologische Wirk- 
samkeit charakterisierte reine Follikelhormon hat nach den bis- 
herigen Ergebnissen die sehr wahrscheinliche Zusammensetzung 
C,,H,,0,; diese Formel bedarf noch der weiteren Bestatigung, da 
nach den bisherigen Ermittlungen die homologe Formel C,,H,,0, 
zwar unwahrscheinlicher, aber nicht sicher ausgeschlossen erscheint. 

Die Funktion der Sauerstoffatome konnte gesichert werden: 
eines ist als leicht veresterbare Hydroxylgruppe vorhanden, wie 
durch Darstellung eines Acetyl- und eines Benzoylderivates ge- 
zeigt wurde; das 2. Sauerstoflatom liegt in einer mit Keton- 
reagenzien nachweisbaren Carbonylgruppe vor. Das Hormon ist 





1) Vgl. FuBnote *) auf §. 145; bei Annahme der Hormonformel mit 
17 C-Atomen wird dem Hydrierungsprodukt die entsprechende Zusammen- 
setzung C,,H,,0 zukommen. 
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also der Konstitution nach ein Oxyketon; es ist wahrscheinlich, 
daB der Ubergang des neutralen Stoffes in eine alkalilésliche 
Form von phenolischem Charakter (ein Verhalten, das dem eines 
Lactons entspricht) durch eine leichte Enolisierbarkeit der Car- 
bonylgruppe gedeutet werden muB. 

Das Hormon enthalt wahrscheinlich 3 Doppelbindungen im 
Molekiil, die bei energischer Hydrierung, unter gleichzeitiger Reduk- 
tion der Ketogruppe, abgesittigt werden. Dem perhydrierten Hormon 
C,,H,,0 liegt der Kohlenwasserstoff C,,H,, zugrunde, er enthilt 
8 Wasserstoffatome weniger als ein gesittigtes Paraffin, was durch 
das Vorliegen eines aromatischen Kerns oder das Vorhandensein 
von 4 hydrierten Ringen im Molekiil gedeutet werden kann. 

Die zunachst vorzunehmende Aufgabe der weiteren Kon- 
stitutionsermittlung wird sein, Derivate darzustellen, deren Zu- 
sammensetzung einwandfrei zwischen den noch méglichen Formeln 
entscheidet, sodann wird durch Oxydationsversuche die Zuordnung 
des Hormons zur aromatischen oder hydroaromatischen Reihe 
sicherzustellen sein. 

Was die von anderer Seite ermittelten Erkenntnisse an dem 
in vorliegender Arbeit beschriebenen krystallisierten Follikelhormon 
betrifft, so ist nach den bisher vorliegenden Verdffentlichungen 
als sehr wahrscheinlich anzunehmen, daB die von E. A. Doisy 
und Mitarbeitern') und die von E. Laqueur und Mitarbeitern ”) 
isolierten Krystallisate mit dem hier beschriebenen Hormon identisch 
sind. K.A.Doisy und Mitarbeiter haben auBer der physiologischen 
Wirksamkeit (3000000 RE pro Gramm) der reinen Krystalle, ihren 
Schmelzpunkt angegeben (243,5° unkorr.) und eine eingehende Be- 
schreibung und Ausmessung der Krystallstruktur gegeben.’) Uber 
die Zusammensetzung und das chemische Verhalten ihrer Pripa- 
rate ist bisher nichts mitgeteilt worden.‘) EK. Laqueur und Mit- 
arbeiter, die ihre Krystallisate bisher in erster Linie physiologisch 





1) Doisy, Veleru. Thayer, J. of. biol. Chem. 86, 499; $7, 357 (1930). 

?) Dingemanse, deJongh, Kober u. Laqueur, Dtsch. m. W. 
1930, 301. 8) Slawson, J. of biol. Chem. 87, 873 (1930). 

*) Anmerkung bei der Korrektur. Am 21.8. 80 erreichte mich 
cine kurze Notiz von Thayer, Veler und Doisy [Proc. Soc. Exper. Biol. 
a. Med. 27, 735 (1930)], in der sich folgende neue Angaben iiber das Follikel- 
hormon befinden: Mol.-Gew. (nach Rast) im Durchschnitt 274,6. Eine 
Doppelbindung wurde mit Jod titriert, aus der Jodzahl berechnet sich 
M = 266. Ein noch nicht analysiertes Acetat (Schmelzp. 122°) zeigt ein 
Mol.-Gew. 356. (Diacetat?) Analyse des Hormons: 179,69°/, C, 8,49°/, H. 
Auf Grund dieser Ergebnisse wird die Formel C,,H,,0, aufgestellt. 
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charakterisiert haben, geben die Wirksamkeit zu etwa 10000000 ME 
pro Gramm an und ermittelten fiir die bei 240° schmelzenden, 
stickstoffreien Krystalle die analytische Zusammensetzung 78,6°/, C 
und 8,25°/, H. 

Von ganz besonderem Interesse sind die kiirzlich erschienenen 
Arbeiten von G. F. Marrian. Die von ihm isolierten!) Krystalli- 
sate sind nach einer kurzen Notiz iiber ihr chemisches und physi- 
kalisches Verhalten?) trotz der gleichen physiologischen Wirksam- 
keit sicher nicht mit dem in vorliegender Arbeit beschriebenen 
Stoff identisch, wie aus dem um 20° héheren Schmelzpunkt (264 
bis 266°) und der véllig abweichenden analytischen Zusammen- 
setzung (74,8°/, C; 8,4°/, H) hervorgeht. In Ubereinstimmung 
mit einer Molekulargewichtsbestimmung halt Marrian auf Grund 
dieser Zusammensetzung eine Formel C,,H,,0, fiir wahrscheinlich; 
durch die Darstellung eines Triacetates C,,H,,(OCOCH,), wurde 
diese Formel gesichert und erkannt, daS alle 3 Sauerstoffatome 
als Hydroxylgruppen vorhanden sind. Eine der Hydroxylgruppen 
soll phenolischen Charakter tragen; im Molekiil sind wahrscheinlich 


2 Doppelbindungen enthalten. 
Solange fiir das von mir beschriebene Hormon die For- 


mel eines Oxylactons mit 23 oder 24 Kohlenstoffatomen méglich 
schien, war die Verwandtschaft der beiden gleichartig wirkenden 
Stoffe aus Schwangerenharn nicht ersichtlichh Nach den Er- 
gebnissen der vorliegenden Arbeit scheint nunmehr zwischen ihnen 
ein einfacher Zusammenhang zu bestehen. Unter der Voraus- 
setzung, daB sich die beiden Formeln C,,H,,O, und C,,H,,0, be- 
stitigen, ist die Deutung wahrscheinlich, dab in dem von Marrian 
isolierten Hormon des Hydrat des hier beschriebenen vorliegt. 
Diese Auffassung wird sich experimentell stiitzen lassen. 

Die Frage, ob beide Stoffe nebeneinander im Schwangeren- 
harn vorkommen oder bei der Aufarbeitung auseinander entstehen, 
ist im Augenblick noch nicht zu beantworten; die gleichartige 
physiologische Wirkung beider Stoffe erscheint besonders be- 


merkenswert! 


Meine Untersuchungen iiber das weibliche Sexualhormon 


wurden mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft und der Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin aus- 


gefiihrt, denen ich ergebenst danke. 


!) Biochem. J., 24, 435 (1930). 
*) Chemistry a. Industry, 20. Juni 1930. 
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Uber die Zusammensetzung des gesamten extrahierbaren 
Fettes der Tuberkelbakterien.’) 


Von 


R. J. Anderson und Erwin Chargaff.’) 





(Aus dem Chemischen Institut der Yale-Universitat, New Haven, U.S.A.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. Juli 1930.) 


In friiheren Arbeiten*) aus diesem Laboratorium ist iiber die 
Isolierung der Substanzen, welche durch organische Lésungs- 
mittel aus menschlichen, Vogel- und Rindertuberkelbakterien 
extrahiert werden, und wtber deren Trennung in verschiedene 
Fraktionen (Phosphatid, Fett, Wachs, Kohlenhydrate usw.) be- 
richtet worden. Von mehreren Fraktionen wurde auch bereits 


die Zusammensetzung ermittelt und mitgeteilt. 

Bei einigen Substanzen, nimlich beim Phosphatid‘), Wachs®), 
Fett®) der menschlichen Tuberkelbakterien und beim Phosphatid 
der Vogeltuberkelbakterien’) ist es gelungen nachzuweisen, dab 
die darin vorkommenden fliissigen Fettsiiuren nicht ausschlieBlich 
ungesittigte Siuren enthalten, sondern zu einem Teile aus einer 
Reihe gesittigter fliissiger Fettsiuren bestehen, von denen die 
Tuberculostearinsiure C,,H,,0,, ein Isomeres der Stearinsiiure, 
und die Phthionsiure*) C,,H;,0,, ein Isomeres der Cerotinsiure, 
isoliert werden konnten.®) 


1) 16. Abhandlung iiber die Lipoide der Tuberkelbakterien. 

2) Die Kosten dieser und der folgenden zwei Arbeiten wurden teilweise 
aus einem Beitrage der ,,National Tuberculosis Association‘‘ gedeckt. Dem 
einen von uns (Ch.) wurde die Teilnahme an den Untersuchungen dadurch 
erméglicht, daB ihm von der Yale-Universitat die ,,Milton Campbell Research 
Fellowship fiir 1928—1930** verliehen wurde. 

8) In dieser Abhandlung werden die vorausgegangenen Arbeiten mit 
Hilfe rémischer Ziffern zitiert: I. J. Biol. Chem. 74, 525 (1927) II. 74, 537 
(1927); ITI.83, 169 (1929); IV. 83, 505 (1929); V.84, 703 (1929); VI. 85, 77 (1929); 
VII. 85, 327 (1929); VIIT. 85, 339 (1929); IX. 85, 351 (1929); X. 85, 509 (1930); 
XT. 85, 519 (1930); XII. 85, 529 (1930); XIII. J. Am. Chem. Soc. 52, 1252 (1930); 
XIV. 52, 1607 (1930). 

4) TI, 547; III. 5) IV, 520; VII, 334. 

6) V, 714; VI. 7) XI, 524. 

8) Im Interesse einer cinheitlichen Nomenklatur méchten wir bitten, 
diesen Namen als Ubersetzung der von uns gewahlten Bezeichnung ,,phthioic 


acid’ beizubehalten. 
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Die aus den menschlichen Tuberkelbakterien isolierte Phthion- 
siure ist optisch aktiv und, wie Untersuchungen von F. R. Sabin 
und Mitarbeiter!) gezeigt haben, von spezifischer biologischer 
Wirksamkeit. Nun findet sich in keiner der von friheren For- 
schern ausgefiihrten Arbeiten ein Hinweis auf das Vorkommen 
von gesittigten flissigen Fettsiuren hohen Molekulargewichts im 
lett der Tuberkelbakterien. W. Bulloch und J. J. R. Macleod?) 
ebenso wie G. Baudran*) und A. Goris‘) berichten nur die 
Auffindung von Olsiure als einziger héherer flissiger Fettsiure. 
Aus diesem Grunde war es fiir uns von Interesse festzustellen, 
ob die flissigen gesittigten Fettsiuren unter allen Umstinden 
aus den ‘T'uberkelbakterien isoliert werden kénnen, oder ob ihr 
Vorkommen an gewisse Bedingungen, Natur des Niahrbodens, 
geeignete Wahl der extrahierenden Lésungsmittel, Erhaltungs- 
zustand der Extrakte, bestimmte Methodik der Isolierung usw., 
geknipft ist. Diese Annahme hat sich nicht bestitigt. Wir konnten 
aus einem Extraktmaterial, welches aus nicht auf synthetischem 
Nihrboden gezogenen Bakterien mit Toluol extrahiert und hierauf 
7 Jahre aufbewahrt worden war, auch auf abgeindertem priapara- 
tivem Wege ‘Tuberculostearin- und Phthionsiure abscheiden. 
Auch die anderen Ergebnisse waren prinzipiell unverandert. 


Das von uns verarbeitete Lipoidgemenge, fiir dessen Uber- 
lassung wir Herrn Prof. T. B. Johnson verbindlichst danken, 
war seinerzeit von T. B. Johnson und E. B. Brown*) gewonnen 
worden, als sie eine Mischung von menschlichen und von Rinder- 
tuberkelbakterien zur Isolierung der T'uberculonucleinsiure auf- 
arbeiteten. Die Bakterien wurden in diesem Falle auf steriler 
Bouillon geziichtet, abfiltriert, getrocknet und mehrmals mit 
Toluol in der Kalte extrahiert. Die nach dem Vertreiben des 
Lésungsmittels erhaltene Substanz wurde hierauf durch langere 
Zeit verschlossen aufbewahrt. Als wir sie erhielten, bildete sie 
eine dunkelbraune weiche Masse von sehr unangenehmem Geruch. 
Das Lipoidgemenge wurde mit alkoholischer Kalilauge verseift 
und in folgende Fraktionen geteilt: 1. Unverseifbares Wachs‘) ; 





1) Vgl. F. R. Sabin u. C. A. Doan, J. Exp. Med. 46, 645 (1927). 
2) J. Hyg. 4, 1 (1904). 
» 8) C.R. 142, 657 (1906). 
*) Ann. Inst. Pasteur 34, 497 (1920). 
‘) J. Biol. Chem. 54, 721 (1922). 
*) Vgl. Abhandlung VIII. 
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2. Kohlenhydrate!); 8. Fettsiiuren; 4. Wasser- und alkohollés- 
liche Spaltprodukte. 

Die gemischten Fettsiuren wurden mit Hilfe von Platin- 
oxyd*) katalytisch hydriert und hierauf durch Behandlung ihrer 
Bleisalze mit Ather nach der Methode von C. A. Gusserow’) 
und I’. Varrentrapp‘) in gesittigte feste und in fliissige Siuren 
getrennt. Die fliissigen Siuren hatten eine Jodzahl von 22,65. 
Wie wir schon bei der Bearbeitung des acetonléslichen Fetts 
beobachtet hatten®), wird zwar bei der ersten Hydrierung Wasser- 
stoff gierig aufgenommen, die nach Bleisalztrennung hinterblei- 
benden fliissigen Sauren enthalten jedoch noch ungesittigte 
Anteile, die sich nur sehr schwer reduzieren lassen. So war die 
Jodzahl der nach einer zweiten katalytischen Hydrierung und 
Bleisalztrennung erhaltenen fliissigen Siuren noch immer 21,13. 
An dieser Trigheit gegeniiber katalytisch erregtem Wasserstoff 
kénnen sowohl Verunreinigungen schuld sein, die den Katalysator 
vergiften, als auch die Anwesenheit einer kleineren Menge einer 
nur schwer hydrierbaren Fettsiure. Nachdem die Methylester 
der fliissigen Sauren zur Entfernung von Verunreinigungen im 
Hochvakuum destilliert worden waren, konnten die Ester bei 
wiederholter Behandlung mit Wasserstoff schlieBlich doch voll- 
stiindig reduziert werden. Uber die Natur der bei den spiteren 
Hydrierungen erhaltenen Reduktionsprodukte wird in der nach- 
folgenden Abhandlung berichtet. 

Die Methylester der gesittigten flissigen Saiuren wurden 
durch mehrfache Destillation im Hochvakuum schlieBlich in sechs 
Fraktionen zerlegt, von denen FraktionI als Methylester der 
Tuberculostearinsiure, Fraktion IV als Methylester der Phthion- 
siure identifiziert werden konnten. Die in geringer Menge er- 
haltenen anderen Fraktionen deuten darauf hin, da8B die beiden 
isolierten Fettsiuren von einer ganzen Reihe ihnlicher Ver- 
bindungen begleitet sind. 

Aus der nach Entfernung der Fettsiiuren aus der Seifen- 
lésung verbliebenen wa8rigen Losung wurde eine kleine Menge 
einer fliichtigen Fettsiure erhalten, die wie Buttersiiure roch. 





1) Eine Untersuchung dieser Fraktion wird in einer folgenden Arbeit 
veroffentlicht werden. 

2) V. Voorhees u. R. Adams, J. Am. Chem. Soc. 44, 1397 (1922). 

3) Pharm. Centr. 145 (1830). 

*) Liebigs Ann. 85, 196 (1840). 

5) V, 713. 
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Als mit den Fettsiuren verbundene alkoholische Komponente 
wurde Glycerin in kleiner Menge nachgewiesen. Eine ebenfalls 
aus der wifrigen Lésung isolierte leicht zersetzliche gelb ver- 
firbte Substanz ist vielleicht ein Zersetzungsprodukt der Kohlen- 
hydrate, mit denen, wie wir vermuten, die Fettsiuren im Fett 
der Tuberkelbakterien verbunden sind.*) 


Beschreibung der Versuche.?) 


Aufarbeitung des Lipoidgemenges. 


703,5 g des Lipoidmaterials wurden mit 2 Liter 10°/iger 
alkoholischer Kaliumhydroxydlésung 8 Stunden lang am Rick- 
flu8kihler erhitzt. Am Boden des Kolbens hatte sich eine harte 
braune Masse abgeschieden, die aus Kohlenhydraten und Wachs 
bestand. Diese wurde von der Seifenlésung durch Saugfiltration 
getrennt und viele Male mit siedendem Alkohol (95°/,) gewaschen, 
wobei das Wachs schmolz und durch das Filter ging. Auf dem 
Filter bleben 370,7 g des Kohlenhydratgemenges. Aus der 
erkalteten Seifenlésung schied sich die Hauptmenge des Wachses 
als gelbe feste Masse ab. Die Seifenlésung (5 Liter) wurde nun 
auf die Hilfte ihres Volumens konzentriert, mit 6 Liter Wasser 
verdiinnt und mehrmals mit Ather und mit Benzol ausgeschiittelt, 
welcher die letzten Wachsanteile aufnahm. Gewicht der Wachs- 
fraktion 114,6 g. 

Die Seifenlésung wurde mit Schwefelsiiure sauer gemacht und 
die sich ausscheidenden Fettsiuren in 5 Liter Ather aufgenommen. 
Die iitherische Lésung wurde mit Noritkohle behandelt, siurefrei 
gewaschen und tiber Na,SO, getrocknet. Die Fettsaiuren bil- 
deten nach Verdunsten des Athers eine weiche braune Masse und 
wogen 182,1 g. 

| Nachweis flichtiger Fettsauren. 

Die nach Extraktion der Fettsiiuren verbleibende saure 
wiiBrige Lésung wurde durch Destillation bis auf ein Volumen 
von 2 Litern eingeengt. Das Destillat war sauer, es verbrauchte 
etwa 20ccm 1n. NaOH. Die neutralisierte Lésung wurde im 
Vakuum eingedampft. Es schied sich eine kleine Menge eines in 


1) V, 706. 

2) Bei allen Versuchen wurde soweit als méglich in Kohlendioxyd- bzw. 
Stickstoffatmosphire gearbeitet. Alle Lésungsmittel waren frisch destilliert, 
Alkohol und Ather itber KOH, und wurden vor Gebrauch mit N, oder CO, 


gesattigt. 
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langen Nadeln krystallisierenden Na-Salzes aus. Hine Lésung dieses 
Salzes, mit Schwefelsiure angesiiuert, entwickelte deutlichen 
Buttersdéuregeruch. Bei der kleinen uns zur Verfiigung stehenden 
Menge des Salzes war es unméglich, die vorhandenen fliichtigen 
Fettsiuren sicher zu identifizieren. 


Prifung auf wasserlosliche Substanzen. 


Die nach Vertreibung der fliichtigen Fettsiuren hinterbliebene 
schwefelsaure Lésung wurde mit KOH neutralisiert und im Vakuum 
zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde mit 300 ccm 
absolutem Alkohol digeriert, vom ungelésten K,SO, filtriert und 
das Filtrat im Vakuum zur Trockne konzentriert. Der Riick- 
stand, ein braunes dickes Ol, wurde in 250 ccm absolutem Alkohol 
gelést, filtriert und das Filtrat abermals im Vakuum konzentriert. 
Dieser Vorgang wurde zwélfmal wiederholt. Hierauf wurde der 
Riickstand in absolutem Alkohol gelést und mit der vierfachen 
Menge Aceton versetzt. Es flockte ein gelber Koérper aus, der 
trocken 4,6 g wog. Dieser ist frei von Stickstoff, Schwefel, Phosphor 
und Halogenen, leicht léslich in Wasser und sehr hygroskopisch. 
Er reagiert neutral und enthilt etwas Asche. Er reduziert 
Fehlingsche Lésung nicht, auch nicht nach Kochen mit ver- 
diinnter Salzsiure. Er gibt keine Farbung mit Jod, keine Orzin- 
und «-Naphtholreaktion. Er wird, in der Kapillare erhitzt, bei 
80° weich, hat aber keinen klaren Schmelzpunkt. Diese Substanz 
ist wahrscheinlich ein Zersetzungsprodukt der alkoholischen 
Komponente, mit der die Fettsiuren esterartig verbunden sein 
diirften. 

Die acetonisch-alkoholische Lésung wurde im Vakuum ein- 
gedampft. Es resultierte ein braunes Ol, welches 26,8 g wog 
und in Alkohol und Aceton léslich war. Eine Probe davon, mit 
KHSO, auf dem Sandbad erhitzt, gibt einige Tropfen eines sehr 
scharf riechenden Destillats. (Vorlage in Kialtemischung.) Dieses 
erzeugte mit ammoniakalischer, KOH-haltiger AgNO,-Lésung 
einen Silberspiegel, gab eine rote Firbung mit Nitroprussid- 
natrium und Alkali und eine braunrote Fiirbung mit Nesslers 
Reagens.1) Es liegt also sichtlich Acrolein vor, womit die An- 
wesenheit von Glycerin sichergestellt ist. Dieses scheint aller- 
dings nur in kleiner Menge vorhanden zu sein. Denn das Ol war 
auch bei gutem Vakuum nicht unzersetzt destillierbar.?) 





1) Vgl. L. Rosenthaler, Der Nachweis organischer Verbindungen. 
Stuttgart 1914, S. 99, 107, 129. 2) V, 705. 
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Trennung der Fettsauren. 


Das Gemenge der Fettsiuren, 182,1 g, wurde in 400 ccm 
warmem Alkohol gelést. Beim Erkalten auf Zimmertemperatur, 
bzw. beim Stehenlassen tiber Nacht schieden sich zwei Fraktionen 
aus, 12,.9¢ und 9,2 g. Sie bilden weiBbe harte Massen und be- 
stehen gréBtenteils aus der bereits friiher') beschriebenen Cerotin- 
siure Cy,H,.O0,. Schmelzpunkt, schon nach zweimaligem Umlésen 
aus Aceton, 82—83°. 

Zur alkoholischen Lésung der ibrigen Fettsiuren wurden 
nun 100 ccm Ather und 0,4 g PtO,2) hinzugefiigt und die Mischung 
mit Wasserstoff unter Druck geschiittelt. Es wurde Wasserstoff 
aufgenommen. Die Trennung in feste und fliissige Sauren erfolgte 
durch Behandlung der Bleisalze mit Ather. Die gesittigten Fett- 
siuren bildeten eine 85,1 g wiegende feste Masse, die wir nicht 
niher untersucht haben. Die gesittigten Fettsiuren bestehen 
aller Wahrscheinlichkeit nach hauptsichlich aus Palmitin- und 
Stearinsiure, wie wir bereits friiher gefunden haben. Die flissigen 
Fettsiuren waren ein braunes Ol vom Gewichte 87,2 g. Ihre 
Jodzahl war 22,65.*) Ein weiterer Reduktionsversuch, der durch 
lingere Zeit ausgedehnt wurde, brachte die Jodzahl nur auf 21,18. 
Bleisalztrennung ergab 6,8 g hydrierter Saiuren und 78,1 g fliissiger 
Sauren. 

Nun wurden die flissigen Saéuren in ihre Methylester wber- 
gefihrt. Die Ester, welche eine Jodzahl von 21,14 hatten, wurden 
im Hochvakuum (0,1 mm) destilliert und in finf Fraktionen 
zerlegt. (Tab. 1). Ausgangsgewicht waren 76,1 g. 


Tabelle 1. 
Destillation der Methylester der fliissigen Fettsauren. 

















Fraktion — des Siedeintervalle Jodzahlen —. 
1 177—182 168—172 24,2 16,5 
2 178—186 168—178 on 16,6 
3 230—235 218—222 9,52 15,8 
4 240—265 240—248 — 10,2 
5 252—278 250—278 11,53 12,1 
6 Riickstand — — 4,7 

















1) V, 709. 

2) V. Voorhees und R. Adams, J. Am. Chem. Soc. 44, 1397 (1922). 

‘) Alle hier mitgeteilten Jodzahlen wurden nach der Methode von 
Hanus in ,,Official and tentative methods of analysis of the Association 
of Official Agricultural Chemists‘‘, 2. Aufl., Washington 1925, bestimmt, 
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Die Verteilung der Jodzahlen zeigt, daB eine Abtrennung 
der ungesdttigten Anteile durch Destillation nicht médglich ist. 
Fraktionen 1—5 wurden vereinigt und nochmals bei sehr hohem 
Vakuum (besser als 0,001 mm) einer Destillation unterworfen. 
Badtemperatur 162—270°, Siedetemperatur 150—265°. Das 
Destillat war gelb und nicht klar. 62g davon wurden in 
500 ccm Kssigsiureaéthylester gelést und fiinfmal mit immer 
neuem PtO,-Katalysator und Wasserstoff hydriert. Die hierauf 
isolierten Ester waren ein dickes hellbraunes Ol, wogen 62,8 g 
und hatten eine Jodzahl von nur 0,4. 

Die Methylester, wurden mit 5°/iger alkoholischer Kalilauge 
verseift und die Trennung der freien Fettsiuren iiber die Bleisalze 
vorgenommen. Flissige Sduren: hellgelbes dickes Ol 42,7 g. 
Reduzierte Saiuren: weiBe Masse, 16,4 g. Uber die Zusammen- 
setzung dieser Saiuren wird in der folgenden Abhandlung be- 
richtet. 


Isolierung der Tuberculostearin- und der Phthionsaure. 


Die fliissigen Fettsiuren wurden wieder in ihre Methylester 
verwandelt und einer erneuten Hochvakuumdestillation unter- 
worfen, wobei 10 Fraktionen aufgefangen wurden. Diese F'rak- 
tionen wurden einzeln destilliert und derart sechs endgiiltige 
Fraktionen erhalten. Tab.2 gibt die Resultate dieser dritten 
Hochvakuumdestillation. (Druck 0,001 mm.) 


Tabelle 2. 
Destillation der Methylester der gesattigten fliissigen Fettsauren. 














Gewicht 





. iedeintervalle zif. Dreh 

Fraktion ae erbedes ns a in g re oa 

1 132—149 142—149 14,6 0 

2 168—178 147—155 — a 

3 225—230 174—-180 — — 

4 230—260 190—198 12,0 7,68 (¢ = 21) 

5 210—230 219-—228 — — 

6 250-—270 240—-268 2,9 8,30 (¢ = 23) 














Diese Destillation wurde in einer Glas-in-Glas-Apparatur aus- 
gefihrt, aihnlich derjenigen, die bereits friher von uns beschrieben 


wurde.?) 


Fraktion 1 bildete ein hellgelbes Ol. 0,8440 g, in 10 cem 





1) VI, 81. 


11* 
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absolutem Ather gelést, gaben in einer 1 dm-Rohre keine Drehung. 
Die Substanz ist optisch inaktiv. 
Kinwage: 0,1743 g Substanz gaben 0,4897 g CO, und 0,2013 g H,0. 
C,,H,,0,-CH, (298) Ber. C 76,50°/, H 12,76°/, 
Gef. ,, 76,62 »5 12,92 
Der Methylester wurde verseift und die freie Saure isoliert 
und getrocknet. Sie bildet ein gelbes Ol, welches in Eiswasser zu 


bischelférmig angeordneten Nadeln erstarrt. 


Titration: 0,2784g der Siure in neutralem Alkohol gelést, mit 
Phenolphthalein als Indikator, verbrauchten 9,70 ccm 0,1 n. alkoholische 
KOH. Molekulargewicht gef. 287, ber. fiir C,,H,,0,. 284. 


Fraktion 1 stellte demnach die Tuberculostearinsadure 
Cy gtlyg0. vor.?) 
Fraktion 4 bildete ein viskoses hellgelbes OI. 


Spezifische Drehung in absolutem Ather: 
0,70 x 100 
21 — sisipuiaamaations = -— 9 
a > Tan +: 
Nach Verseifung der Methylester wurde die freie Saure als 
dickes, in der Kalte erstarrendes Ol! erhalten. 
Spezifische Drehung in absolutem Ather: 
0,85 x 100 
23 — Be. te Bic = 0 
lals* = + Tx a1e682 ~ + 78". 


Titration: 0,3877 g der Saure, in neutralem Alkohol gelést, mit 
Phenolphthalein als Indikator, verbrauchten 9,89 ccm 0,1 n. alkoholische 
KOH. Molekulargewicht gef. 392, ber. fiir C,,H;,0, 396. 


Einwage: 0,1468 g Substanz gaben 0,4231 g CO, und 0,1707 g H,0. 
C.,H;.0. (396) Ber. C 78,78 °/, H 13,13 °/, 

Gef. ,, 78,60 », 13,01 
Fraktion 4 besteht also aus Phthionsiure C,.H,,0,.?) 
Fraktion 6 war bei Zimmertemperatur ein bereits halb er- 


starrtes Ol. 
Spezifische Drehung in absolutem Ather: 


0,63 x 100 


238 — PL. are : 0 
may = + a7 ~ Te: 


Der Ester wurde verseift, die freie Saure isoliert und ge- 
trocknet. Sie bildete ein sehr viskoses gelbes Ol, welches 2,6 g wog. 
Die spezifische Drehung konnte, da das Gesichtsfeld sehr unklar 
war, nur annihernd geschitzt werden. [«]}° (in Ather) =+ 8,0° 





1) VI, 83, 84. 
2) VI, 84—87. 
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Die Titration mit 0,1 n. alkoholischer Kalilauge ergab fiir das 
Molekulargewicht sehr hohe Werte, die bei 592 und 600 lagen. 
Obwohl das auf eine Saéure C,,H,,0, (ber. Mol.-Gew. 592,6) deuten 
wiirde, lassen sich bei einer so hochmolekularen Verbindung nicht 
ohne weiteres Schliisse aus der Titration ziehen. 


Zusammenfassung. 


1. Das gesamte aus Tuberkelbakterien, welche auf steriler 
Bouillon geziichtet worden waren, mit Toluol extrahierbare Fett 
wurde in unverseifbares Wachs, Kohlenhydrate, wasser- und 
alkohollésliche Spaltprodukte und Fettsiuren zerlegt. 

2. Die waB8rige Lésung nach der Verseifung enthalt Glycerin 
und wahrscheinlich Buttersaure. 

3. Die Fettsiuren bestehen aus gesittigten festen, gesittigten 


flissigen und ungesattigten Sauren. 
4. Die ungeséttigten Siuren sind zum Teil nur sehr schwer 


hydrierbar. Uber die Natur der Reduktionsprodukte wird ge- 


trennt berichtet. 
5. Die gesittigten fliissigen Fettsiuren enthalten Tuberculo- 


stearinsdure C,,H,,0, und Phthionsiure C,.H;,0,. 

6. Diese beiden Séuren sind von einer Reihe in geringer 
Menge vorhandener fliissiger gesittigter Siuren begleitet, von 
denen eine héhermolekulare Siure oder ein Gemenge aus der- 
artigen Saiuren beschrieben wird: 
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Uber das Vorkommen einer ungesittigten Hexakosansaiure 
im Fett der Tuberkelbakterien.’) 


Von 


R. J. Anderson und Erwin Chargaff. 





(Aus dem Chemischen Institut der Yale-Uuiversitat, New Haven, U.S. A.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. Juli 1930.) 


Uber natiirlich vorkommende ungesiattigte Fettsiuren mit 
mehr als 22 Kohlenstoffatomen ist recht wenig bekannt. Vor 
einigen Jahren isolierte EK. Klenk?) aus dem Nervon des Gehirns 
die Nervonsiiure C,,H,,0,, welche bei der Hydrierung die ge- 
sittigte Siure C,,H,,0. vom Schmelzp. 85° gibt. Diese ist mit 
der von P. Brigl und EK. Fuchs*) aus dem Buchenholzteer er- 
haitenen n-Tetrakosansiure identisch und hat eine unverzweigte 
Kohlenstoffkette. Nach M. Tsujimoto‘) ist die von ihm aus dem 
Aizameél des Rothaifisches isolierte Selacholeinsiure C,,H,,O, 
mit der Nervonsadure identisch. 

Bei der in der unmittelbar vorhergehenden Mitteilung be- 
schriebenen Aufarbeitung des Lipoidgemenges, das mit Toluol 
aus Tuberkelbakterien extrahiert werden kann, machten wir die 
Beobachtung, daB die iiber die Bleisalze isolierten fliissigen Fett- 
siuren katalytischer Hydrierung ziemlich hartnackigen Widerstand 
entgegensetzen. Es bedurfte vielmals wiederholter Behandlung 
mit Wasserstoff und frischem PtO,-Katalysator, um alle unge- 
sittigten Anteile zu hydrieren. Aus friiheren Arbeiten aus diesem 
Laboratorium erhellt, da& die aus allen Fraktionen erhaltenen 
reduzierten Siéiuren der Hauptsache nach Stearinsiure sind. 
Durch Vergleich der Jodzahlen mit den Ausbeuten an reduzierter 
Siure konnte ermittelt werden, daB bei den Phosphatiden der 


1) 17. Abhandlung iiber die Lipoide der Tuberkelbakterien. 
2) Diese Z. 145, 244 (1925); 157, 283 (1926). 

3) Diese Z. 119, 280 (1922). 

*) Chem. Z. 1928, I, 1385; vgl. a. a. O. 1926, IT, 1156. 
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menschlichen Tuberkelbakterien!) und Vogeltuberkelbakterien?) 
die ungesittigte Saure Olsiure ist, beim acetonléslichen Fett 
der menschlichen Tuberkelbakterien*) hingegen Linolsiure. In 
einem Falle, beim weichen Wachs‘), wurde neben Stearinsiure 
eine sehr kleine Menge einer Siiure vom Schmelzp. 79—80° er- 
halten. 

Da wir eine gréBere Menge der fliissigen Fettsiurefraktion 
zur Verfiigung hatten, die neben Tuberculostearin- und Phthion- 
siure auch die schwer reduzierbaren ungesittigten Anteilé ent- 
hielt, war es fir uns von Interesse, eine Untersuchung derselben 
vorzunehmen. Nach der ersten katalytischen Hydrierung, welche 
die leicht reduzierbaren Anteile entfernte, wurde eine flissige 
Fraktion mit der Jodzahl 22,65 erhalten. Nach wiederholter 
Reduktion mit Bleisalztrennung war die Jodzahl 21,18. Das 
Gemenge fliissiger Fettsiuren wurde nun verestert und im Hoch- 
vakuum destilliert (vgl. vorangehende Abhandlung). Doch konnte 
derart keine Trennung zwischen gesittigten und ungesittigten 
fliissigen Saéuren erzielt werden. Denn von den aufgefangenen 
fiinf Fraktionen hatte Fraktion 1 (Siedep.,, 168—172°) die Jod- 
zahl 24,2, Fraktion 3 (Siedep., , 218—222°) die Jodzahl 9,52 und 
Fraktion 5 (Siedep., , 250—278°) die Jodzahl 11,53. Der Umstand, 
daB in allen, auch den hoéchstsiedenden Fraktionen der Methyl- 
ester, ungesittigte Anteile enthalten waren, sprach fiir die An- 
wesenheit von mehreren und zwar auch hédhermolekularen un- 
gesittigten Saéuren. Nach nochmaliger Hochvakuumdestillation 
und fiinfmal wiederholter Hydrierung der Ester wurde alles redu- 
ziert. Verseifung und Bleisalztrennung ergab die reduzierten 
Sauren als eine feste weiBe Masse. Insgesamt wurden von den 
spiteren Hydrierungen 23,2 g reduzierter Siuren erhalten. 

Da Umldésen der reduzierten Siuren aus Methyl-, Athyl- 
alkohol und Aceton keine Trennung herbeifiihrte, wurden die 
Methylester hergestellt und im Hochvakuum destilliert. Es wurden 
drei Fraktionen aufgefangen. Der Siedepunkt der dritten Fraktion 
lag um etwa 75° hoher als der der beiden anderen. 

Untersuchung der Esterfraktion 1 ergab nach Verseifung, 
daB sie der Hauptsache nach aus Stearinsiure bestand. Aus den 
Mutterlaugen der Stearinsiure wurde eine niedriger schmelzende 


1) Journ. Biol. Chem. 74, 537 (1927) und zwar 547. 
2) A.a.O. 85, 519 (1930) und zwar 624. 
3) A.a. O. 84, 703 (1929) und zwar 713f. 
4) A.a. O. 85, 327 (1929) und zwar 3365. 
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Verbindung erhalten, die sich wie ein aquimolekulares Gemisch 
aus Palmitin- und Stearinsiure verhielt. 

Die Esterfraktion 8 hatte, aus Methylalkohol und Aceton 
umgeliést, Schmelzp. 51—52°.1) Die freie Saiure hatte nach drei- 
maligem Umkrystallisieren aus Athylalkohol Schmelzp. 79°. Ti- 
tration mit 0,1 n. KOH ergab ein mit einer Bruttoformel von 
C,,11,.0, tibereinstimmendes Molekulargewicht. Weitere Reinigung 
brachte den Schmelzp. auf 82—83°, der trotz vielfaltigen Versuchen 
sich nicht mehr erhdhen lie. Auch die Titrationsergebnisse 
blieben unverindert. (Nur die Verbrennung des Silbersalzes, 
allerdings in geringer Menge, ergab kein gut stimmendes Resultat.) 

Wir haben hier zweifellos eine Hexakosanséure vor uns, die 
durch Hydrierung einer ungesittigten Siure mit 26 Kohlenstoff- 
atomen entstanden sein muf. Fiir die synthetische n-Hexa- 
kosansiure fanden P. A. Levene und F. A. Taylor?) einen 
Schmelzp. 88—89°. Da der Schmelzpunkt unserer Saure selbst nach 
wiederholter Verseifung und Reinigung tiber das Kaliumsalz nicht 
erhdht werden konnte, ist die Méglichkeit gegeben, da8 unsere 
Siure ein Isomeres der n-Hexakosansiure ist, also von einer 
ungesittigten Siure mit verzweigter Kohlenstoffkette abstammt. 


Beschreibung der Versuche,’) 


Trennung der Methylester der reduzierten Sauren. 


Wie in der unmittelbar vorhergehenden Arbeit festgestellt 
wurde, erhielten wir nach der zweiten katalytischen Hydrierung 
der fliissigen Siurefraktion und Bleisalztrennung 6,8 g redu- 
zierter Siuren, nach weiteren fiinf Reduktionsversuchen noch 
16,4 g. Durch fraktionierte Krystallisation aus Methyl- und 
Athylalkohol konnte keine schirfere Trennung herbeigefiihrt 
werden. (Die Schmelzpunkte der einzelnen Fraktionen lagen 
zwischen 57° und 62°.) Daher wurden die Siuren in ihre Methyl- 
ester wtbergefiihrt und diese im Hochvakuum (0,1—0,01 mm) 
destilliert (Tab. 1). Ausgangsgewicht war 22,1 g. 

Die Fraktionen 1 und 2 waren weife, bei Zimmertemperatur 
teilweise krystallinisch erstarrte Massen. Fraktion 8 war hellgelb 





1) Alle Schmelzpunkte sind korrigiert. 

2) Journ. Biol. Chem. 59, 905 (1924). 

8) Soweit als méglich wurde bei allen Versuchen in Stickstoffatmosphire 
gearbeitet und nur frisch destillierte, N,-gesattigte Lésungsmittel verwendet. 
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und fest. Nochmalige Destillation der beiden ersten Fraktionen 
ergab ein bei 144—148° tibergehendes Destillat mit sehr geringem 
Rickstand. 

Tabelle 1. 


Destillation der Methylester der reduzierten Sauren im Hochvakuum. 


—_—— 


























Gewicht 


, Temperatur oe 
Frakt Siedeintervall 
aktion asa tc iedeintervalle ee 
] 143—153 142—150 17,0 
2 163 160 2,3 
3 210—230 212—230 2,0 


Nachweis von Palmitin- und Stearinsadure. 


Die niedrigstsiedende Fraktion 1 wurde verseift und zweimal 
aus Alkohol und viermal aus Aceton krystallisiert. Es wurden 
schimmernde Schuppen erhalten vom Schmelzp. 69—70°, Er- 
starrungspunkt 68°. Mischprobe mit reiner Stearinsiure zeigte 
keine Depression des Schmelzpunktes. 

Einwage: 0,1874 g gaben 0,5237 g CO, und 0,2145 g H,0O. 

C,,H,0. (284) Ber. C 76,05 °/, H 12,67 °/, 
Gef. ,, 76,22 », 12,81 

Titration: 0,3318 g der Saure in neutralem Alkohol gelést, mit 
Phenolphthalein als Indikator, verbrauchten 11,73 ccm 0,1 n. alkoholische KOH. 
Molekulargewicht gef. 282,9, ber. fiir C,,H,,O, 284. 

Aus Fraktion 1 wurde also Stearinsaure erhalten. Aus den 
konzentrierten Mutterlaugen der Stearinsiure wurde ein weiSes 
Pulver erhalten, welches dreimal aus Aceton umgelést, den 
Schmelzp. 57—58°, den Erstarrungsp. 55,5° hatte. 

J Titration: 0,3538 g verbrauchten 13,12 ccm 0,1 n. alkoholische KOH. 
Aquivalentgewicht gef. 269,7, ber. fiir ein aquimolekulares Gemenge von 
C,,H 20, und C,,H,,0, 270. 

Es scheint demnach auch Palmitinsiure in kleiner Menge 
vorhanden zu sein. Sie konnte jedoch nicht frei von Stearinsaéure 
erhalten werden. 


Isolierung einer Hexakosansaure. 


Fraktion 8 der Methylester wurde zweimal aus Methylalkohol 
und zweimal aus Aceton umkrystallisiert. Es wurden 0,5 g weiber 
krystallinischer Schuppen erhalten, welche bei 46° erweichen und 
bei 51—52° klar schmelzen. Der Ester wurde verseift und die 
freie Séiure isoliert. Sie wog 0,5 g. Nach drei Krystallisationen 
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aus Alkohol wurden 0,8 g verfilzter Krystalle gewonnen, Schmelz- 
punkt 79°, Erstarrungsp. 78°. 

Titration: 0,1866 g, in neutralem Alkohol gelést, verbrauchten mit 
Phenolphthalein als Indikator 4,73 ccm 0,1 n. alkoholische KOH. Molekular- 
gewicht gef. 394,6, ber. fiir C,,H;,0, 396. 

Nach drei weiteren Krystallisationen aus Aceton wurden 
0,25 g weiBer Schuppen erhalten, Schmelzp. 80—81°, Erstarrungs- 
punkt 79°. 

Die freie Saure und die Mutterlaugen von den Krystalli- 
sationen wurden durch 2 Stunden mit alkoholischer Kalilauge 
am RickfluBkihler erhitzt. Die Lésung wurde mit Wasser ver- 
diinnt, angesiuert und mit Ather geschiittelt. Die derart er- 
haltene freie Saure war eine weiBe Masse und wog 0,45 g. Nach 
dreimaligem Umkrystallisieren aus Aceton wurden 0,19 g schnee- 
weiBer Krystalle erhalten, Schmelzp. 82—83°, Erstarrungsp. 79°. 

Titration: 0,1825 g verbrauchten 4,61 ccm 0,1 n. alkoholische KOH. 
Molekulargewicht gef. 395,9, ber. fir C,,H;,0, 396. 

Das Kaliumsalz, welches wihrend der Titration ausgefallen 
war, wurde durch Erwirmen gelést und wieder auskrystallisieren 
gelassen. Es liste sich in heiSem Wasser zu einer klaren Lésung, 
aus welcher durch Ansiuern mit HCl die freie Siure gewonnen 
wurde. Diese wurde aus Aceton, einem Gemisch von Aceton und 
Benzol und wieder aus Aceton umkrystallisiert. Sie bildete 
schneeweiBe Krystalle, wog 0,14 g und hatte den Schmelzp. 82 
bis 82,5°, Erstarrungsp. 80°. 

Die in Fraktion 8 enthaltene Fettsiure ist also eine Hexa- 
kosansiure C,gH,,0, vom Schmelzp. 82—82,5° 

Aus den Mutterlaugen der letzten Krystallisationen wurde 
eine kleine Menge der Siure wiedergewonnen und zur Bereitung 
eines Silbersalzes verwendet. 0,0534 g der Saure wurden in neu- 
tralem Alkohol gelést und mit 0,1 n alkoholischer KOH titriert. 
1,35 cem 0,1 n. KOH wurden verbraucht. (Molekulargewicht 
gef. 394,5.) Zur heiBen Lésung des Kaliumsalzes wurde eine 
5°/,ige alkoholische AgNO,-Lésung in geringem Uberschu8 ge- 
geben. Das Silbersalz, dessen Fallung in der Kalte vollstandig 
war, wurde filtriert, mit Alkohol gewaschen und im Vakuum 
getrocknet. Wéahrend des Trocknens verfirbte es sich dunkel. 
Es wurde bei niedriger ‘'emperatur verbrannt und das metallische 
Silber gewogen. 

Einwage: 0,0570 g. Gewicht des Ag 0,0134 g. 

C,,H,,COOAg (503,83) Ber. Ag 21,44°/, Gef. Ag 23,50, 
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Der zu hohe Ag-Wert dirfte darauf zuriickzufiihren sein, 
daB das Silbersalz unrein und nicht lange genug gewaschen 
worden war. 


Zusammenfassung. 


1. Die schwer hydrierbaren ungesittigten Fettsiuren des 
gesamten extrahierbaren Fetts der Tuberkelbakterien wurden 
katalytisch hydriert und die Methylester der reduzierten Siiuren 
im Hochvakuum destilliert. 

2. Die niedrigen Fraktionen bestehen hauptsichlich aus 
Stearinsdure. Loch dirfte auch eine kleine Menge Palmitinséure 
vorhanden sein. 

3. Die héchstsiedende Fraktion enthilt eine Hexakosan- 
siure C,,H;,0. vom Schmelzp. 82—82,5°, der trotz zahlreichen 
Operationen nicht erhéht werden kann. | 

4. Daraus wird geschlossen, daB im Fett der Tuberkel- 
bakterien eine ungesittigte Hexakosansiure vorkommt, welche, 
da sie bei Hydrierung anscheinend nicht die n-Hexakosansiure 
(Schmelzp. 88—89°) liefert, eine verzweigte Kohlenstoffkette haben 
dirfte. 





Ein Polysaccharid aus den Lipoiden der Tuberkelbakterien.’) 


Von 


Erwin Chargaff und R. J. Anderson. 





(Aus dem Chemischen Institut der Yale-Universitat, New Haven, U. S. A.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. Juli 1930.) 


In der 16. Abhandlung dieser Reihe*) wurde berichtet, daB 
bei der Verseifung des gesamten aus Tuberkelbakterien extra- 
hierbaren Fetts sich eine braune Masse aus der Seifenlésung 
abschied, welche aus Kohlehydraten und Wachs bestand. (Uber 
die Trennung dieser Substanzen vgl. die zitierte Arbeit.) 

Nach Reinigung, insbesondere durch Fallung mit basischem 
Bleiacetat, konnte der Kohlehydratkomplex in ziemlich reiner 
Form erhalten werden. Derselbe gehért zu der Klasse der zucker- 
iihnlichen Polysaccharide und enthilt wahrscheinlich ein Gemenge 
von Polysacchariden. Denn er wurde durch Verseifung aus einem 
Gemenge aus Tuberkelfett, -wachs und -phosphatid erhalten und 
es liegt kein Grund vor anzunehmen, da8 in allen diesen Verbin- 
dungen die Fettsiuren mit dem gleichen Polysaccharid ver- 
bunden sind.°) 

Die Verbindung selbst reduziert Fehlingsche Lésung fast 
nicht. Nach Kochen mit verdiinnten Siuren tritt jedoch starke 
Reduktion ein. Wir haben den Hydrolysengang ausfihrlich unter- 
sucht und gefunden, da8 bei Verwendung von 5°/,iger Schwefel- 
siure das Hydrolysenoptimum — gemessen an der Reduktions- 
kraft gegeniiber Fehlingscher Lésung — bei einer Einwirkungs- 
dauer von 21/, Stunden liegt. 

Das Polysaccharid resultierte nach Zerlegung des Bleiacetat- 
komplexes, tiber den es gereinigt wurde, als ein amorphes weiBes 


1) 18. Abhandlung iiber die Lipoide der Tuberkelbakterien. 

2) Diese Z. 191, 158 (1930). 

8) Vgl. R. J. Anderson, Journ. Biol. Chem. 74, 537 (1927) und zwar 
541f.; a. a. O. 88, 505 (1929) und zwar 518; R. J. Anderson u. E. Chargaff, 
a. a. O. 84, 703 (1929) und zwar 706. 
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Pulver. Es enthielt etwas Asche, sowohl anorganischen als auch 
organisch gebundenen Phosphor und war Schwefel-, Stickstoff- 
und Halogen-frei. Seine spezifische Drehung in Wasser [«]},’ 
war + 42,28°. Es gab die «-Naphtholreaktion nach H. Molisch, 
Rotfarbung mit Phloroglucin, enthielt also Pentosen. Auf Methy]l- 
pentosen wurde nach L. Rosenthaler’) durch Erhitzen mit 
konzentrierter HCl und Aceton geprift. Die entstandene rot- 
braune Lésung zeigte ein schwaches Absorptionsband, welches 
bei 592,9 wu begann, also ungefiihr bei der D-Linie lag. Jedoch 
verliert diese Reaktion bei Anwesenheit von viel Pentosen an 
Eindeutigkeit. Die Priifung auf Ketosen mit Hilfe von Resorcin 
verlief negativ. 

Ein Teil der Substanz wurde mit verdiinnter Schwefelsiure 
hydrolysiert. Nach Neutralisation und Einengung des Reaktions- 
gemenges konnte mit Phenylhydrazin ein krystallisiertes Hydrazon 
abgeschieden werden, welches als Mannose-phenylhydrazon 
identifiziert wurde.*) Nach Entfernung des Phenylhydrazins wurde 
aus dem Filtrat ein Benzylphenylhydrazon erhalten, welches das 
Hydrazon der d-Arabinose darstellt. Die Auffindung von 
d-Arabinose in einer Lipoidverbindung der Tuberkelbakterien ist 
bemerkenswert. Wahrend ]-Arabinose in der Natur sehr hiufig 
vorkommt, ist d-Arabinose nur selten beobachtet worden, z. B. als 
Bestandteil der Racemverbindung im Pentosurikerharn®) und im 
Aloin der Barbados-Aloe.*) Auch im gereinigten Wachs der mensch- 
lichen Tuberkelbakterien konnten wir d-Arabinose nachweisen. 
(Unveréffentlichte Resultate.) Mannose und Arabinose sind in 
unserem Polysaccharid in etwa aquimolekularer Menge enthalten. 
(21,2°/, Mannose, 16,8°/, Arabinose.) Aus dem von Mannose und 
Arabinose befreiten Sirup konnte noch in kleiner Menge Galaktose 
mit Hilfe von «-Methylphenylhydrazin isoliert werden. Dieses 
wurde auch dadurch nachgewiesen, daB das Polysaccharid bei 
Oxydation mit Salpetersiure Schleimsiure lieferte. Wire die 
quantitative Bestimmung der Arabinose®) auch in kleinerem 
MaBstabe ausfiihrbar, so wiirde die von uns erhaltene Schleim- 
siuremenge einem Galaktosegehalt von 5,3°/, entsprechen. 


1) Z. anal. Chem. 48, 165 (1909). 

2) Vgl. R. J. Anderson u. A. G. Renfrew, J. Am. Chem. Soc. 52, 
1252 (1930). 

3) C. Neuberg, Ber. chem. Ges. 33, 2243 (1900). 

4) E. Léger, Bull. Soc. chim. (4) 7, 800 (1910). 

5) B. Tollens, Kurzes Handbuch der Kohlenhydrate, Leipzig 1914, 


S. 301. 
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Als Methylpentose kam Rhamnose in Betracht, da Fucose 
sich zugleich mit Mannose oder Arabinose hiitte abscheiden miissen. 
Ks gelang jedoch nicht, aus dem Filtrat der Galaktose ein «-Methyl- 
phenylhydrazon der Rhamnose zu erhalten. 

Durch Behandlung des Riickstandes mit Alkohol wurde ein 
weiBes Pulver erhalten. Diese Substanz krystallisierte aus ihrer 
Lésung in wohlausgebildeten Krystallen und wurde als Inosit 
erkannt.4) Aus dem alkoholléslichen Anteil der Kohlehydrate 
wurde ein Gemenge von Phenylosazonen erhalten, aus welchem 
Glucosephenylosazon in kleiner Menge abgetrennt wurde. Dieses 
ribrt vielleicht von etwas ungefillt gebliebener Mannose her. 


Beschreibung der Versuche. 


Isolierung des Polysaccharids. 


Die rohen Kohlehydrate, die sich bei der Verseifung des 
gesamten aus Tuberkelbakterien mit Toluol extrahierbaren Lipoid- 
gemenges abgeschieden hatten, wurden in Portionen von 10 ¢ 
mit je 100 cem Wasser verrieben und iiber dicken Schichten von 
Papierpulpe filtriert. Die Filtrate wurden mit verdiinntem NH,OH 
neutralisiert und ein Uberschu8 einer 25°/,igen wiBrigen Lisung 
von basischem Bleiacetat und noch etwas NH,OH hinzugesetzt. 
Der ausfallende gelblich-weiBe Niederschlag wurde abgesaugt, ge- 
waschen, in Wasser suspendiert und mit H,S zerlegt. Die nach 
Entfernung des Bleisulfids erhaltenen wiSrigen Lésungen wurden 
im Vakuum bei 40° auf ein kleines Volumen eingeengt, filtriert und 
hierauf im Vakuumexsiccator bis zur Sirupkonsistenz gebracht. 
Aus 50g der mit viel Wachs vermengten rohen Kohlehydrate 
wurden 8,9 g des Sirups erhalten. Dieser wurde mit absolutem 
Alkohol verrieben, bis er in Form eines amorphen gelblich-weiBen 
Pulvers vorlag, welches sich bei 190° zersetzte, ohne deutlich zu 
schmelzen. 

Spezifische Drehung in Wasser: 

(lp = + ae 


Aschengehalt: 0,1432 g des Polysaccharids gaben 0,0049 g oder 2,92 °/, 
Riickstand. 

Phosphorgehalt: a) Gesamter Phosphor*): Einwage 0,3298 g; gef. 
0,0155 g Mg,P,O, oder 1,31°/, Phosphor. 


= + 42,289, 


1) Vgl. R. J. Anderson, J. Am. Chem. Soc. 52, 1607 (1930). 
2) A. Neumann, Diese Z. 87, 115 (1902—03); 48, 32 (1904). 
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b) Anorganisch gebundener Phosphor (wasserléslich): Einwage 0,5761 g; 
gef. 0,0080 g Mg,P,0, oder 0,39°/, Phosphor. — Unser Praparat enthielt also 
0,92°/, organisch gebundenen Phosphor. 


Verlauf der Hydrolyse des Polysaccharids. 


Die Reduktionswirkung wurde in allen Fallen nach der Methode 
von Munson- Walker?) bestimmt. 


1. Reduktionswirkung des Polysaccharids: Einwage 0,0476 g. 

Gef. 0,0032 g Cu,O0, d. h. 0,00128 g oder 2,7°/, Glucose. 

2. Hydrolysengang: 0,3330 g des Polysaccharids wurden in 100 ccm 
5°/,iger Schwefelsiure gelést und am RiickfluBkiihler gekocht. Nach ?/,, 
11/,, 21/. usw. Stunden wurden je 10 ccm entnommen, mit verdiinnter NaOH 
neutralisiert und die reduzierende Kraft der Lésungen gegeniiber Fe hlingscher 
Lésung bestimmt. In Tab. 1 sind die erhaltenen Resultate zusammengefaBt. 














Tabelle 1. 
Verlauf der Hydrolyse des Polysaccharids mit 5°/,iger H,SO,. 
Urspriinglicher , 
Stunden | Polysaccharid- g Cu,0 Gefundene Glucose- °/, Glucose 
gehalt in g ect itialias 
0 0,0476 0,0032 0,00128 2,7 
1/5 0,0333 0,0452 0,0192 57,66 
11/, 0,0333 0,0513 0,02185 65,62 
21/, 0,0333 0,0542 0,0231 69,37 
4 0,0333 0,0540 0,0230 69,07 
5 0,0333 0,0539 0,02296 68,95 
81/, 0,0333 0,0525 0,0224 67,27 
24 0,0333 0,0471 0,02004 60,18 














Das Hydrolysenoptimum lag also bei einer Erhitzungsdauer 
von 27/, Stunden. 
Abscheidung von Mannose. 


2,5 g des Polysaccharidpriparats wurden 21/, Stunden mit 
100 cem 5°/iger Schwefelsiure gekocht. Die Lisung wurde mit 
einer Ba(OH),-Lésung genau neutralisiert, vom BaSQ, abzentri- 
fugiert und dieses mit Wasser ausgewaschen. Das Filtrat wurde 
im Vakuum auf 80 ccm eingeengt, abermals zentrifugiert und 
schlieBlich auf ein Volumen von 15 ccm gebracht. Nun wurden 
1,5 g frisch destilliertes Phenylhydrazin in 2 cem Alkohol gelést 
hinzugesetzt. Nach kurzer Zeit begann sich ein feines Pulver ab- 





1) L. 8. Munson u. P. H. Walker, J. Am. Chem. Soc. 28, 663 (1906). 
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zuscheiden, welches nach langerem Stehen im Eisschrank abgesaugt 
wurde. Es wog 0,8 g (entspricht 0,53 g Mannose). 0,5 g davon, 
aus 60°/,igem Alkohol krystallisiert, gaben 0,4 g groBer, farbloser 
Plittchen, Schmelzp. 194,5°. Mischprobe mit reinem d-Mannose- 
phenylhydrazon (Schmelzp. 194,5°), ergab Schmelzp. 194°." 
Kinwage: 0,1645 g Substanz gaben 14,90 com N, (765 mm, 27°). 
C,.H,,0,N, Ber. 10,37°/, N, Gef. 10,02/, No. 
Es liegt demnach Mannose vor. 


Abscheidung von d-Arabinose. 


Zum Filtrat wurden 2 g Benzaldehyd gegeben und die Mischung 
unter hiufigem Umschiitteln lingere Zeit stehen gelassen. Hierauf 
wurde von den ausgeschiedenen Krystallen des Benzal-pheny]l- 
hydrazons filtriert, das Filtrat oft mit Ather geschiittelt und dann 
im Vakuum zu einem Sirup eingeengt. Dieser wurde in 8 cem 
75°/,igen Alkohols gelést und mit einer Lésung von 1,2 g «-Benzyl- 
phenylhydrazon in 8 ccm 75°/jigen Alkohols versetzt. Nach kurzer 
Zeit war alles krystallinisch erstarrt. Es wurden 0,92 g verfilzter 
Nadeln erhalten (entspricht 0,42 g Arabinose). Aus 75°/jigem 
Alkohol farblose Krystalle, Schmelzp. 175,5°. Mischprobe mit 
reinem d-Arabinose-«-benzylphenylhydrazon (Schmelzp. 175,5°) 
zeigte keine Depression. Mischprobe mit 1-Arabinose-«-benzyl- 
phenylhydrazon ergab hingegen Schmelzp. 167°.?) 

Spezifische Drehung in absolutem Methylalkohol: 

0,09 x 100 
2 x 0,3948 

KE. Fischer, M. Bergmann und H. Schotte*) geben fiir das «-Benzyl- 

phenylhydrazon der d-Arabinose[a]},° = + 14,4° (in CH,OH). Unser Praparat 


war jedoch in Methylalkohol derart schwer léslich, daB nicht einmal eine 
1/,°/,ige Lésung hergestellt werden konnte. 


Einwage: 0,2014 g Substanz gaben 15,60 ccm N, (766 mm, 24°). 
C,,H.0,Ne Ber. 8,49°/, N, Gef. 8,71°/, Nz 
Wir haben also d-Arabinose isoliert. 


[a]A> = + = + 11,4°, 


1) Bei diesen und den nachfolgenden Versuchen wurde vielfach beniitzt: 
A.W. vander Haar, Anleitung zum Nachweis, zur Trennung und Be- 
stimmung der Monosaccharide und Aldehydsiuren. Berlin 1920. 

2) Fiir die Uberlassung von Vergleichspraparaten von Arabinose- und 
Galaktosehydrazonen haben wir Dr. A. G. Renfrew zu danken. 

5) Ber. chem. Ges. 58, 509 (1920) und zwar 521, 
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Abscheidung von Galaktose. 


Das Filtrat vom Arabinosehydrazon wurde 8 Stunden mit 
1 ¢ Benzaldehyd am RiickfluBkiihler gekocht, hierauf mit Wasser 
verdiinnt und oft mit Ather ausgeschiittelt. Nun wurde es im 
Vakuum zu einem Sirup konzentriert, dieser in 5 cem Wasser 
gelést und mit 0,8 g «-Methylphenylhydrazin und 2 cem Alkohol 
versetzt. Die Mischung erstarrte bald zu einer Paste, welche 
zuerst mit wenig Wasser verrieben und dann viermal mit absolutem 
Methylalkohol zentrifugiert wurde. Der ungeliste Rickstand 
wurde zweimal aus 380°/igem Alkohol umkrystallisiert. Weibe 
Krystalle, Schmelzp. 191—192° Mischprobe mit d-Galaktose-«- 
methylphenylhydrazon (Schmelzp. 191—192°) ergab Schmelz- 
punkt 190,5—191,5°. 

Einwage: 0,1218 g Substanz gaben 11,20 ccm N, (763 mm, 28°). 


Der als «-Methylphenylhydrazon isolierte Zucker war also 
Galaktose. — Das Viltrat vom Galaktosehydrazon wurde im 


Vakuum eingeengt. Aus der Lésung krystallisierte jedoch nur 
ein wenig uureines Galaktose-methylphenylhydrazon (Schmelz- 
punkt 187—185°) aus. 

Um Galaktose auch auf einem anderen Wege nachzuweisen, 
wurde eine kleine Menge des Polysaccha:ids zu Schleimsiiure 
oxydiert: 0,5961 g wurden in 60 cem HNO, (D = 1,15) geloést 
und auf ein Volumen von 12 ccm eingedampft. Nach Verdiinnen 
mit 10 cem Wasser und dreitiigigem Stehen schieden sich 0,0234 g 
farbloser Niidelchen ab, Schmelzp. 217°. Mischprobe mit Schleim- 
siure (Schmelzp. 215°) ergab Schmelzp. 215—216°. Ks hatte sich 
also Schleimsiure abgeschieden, deren Menge einen Galaktose- 
gehalt von 5,34°/, berechnen laBt. 


Abscheidung von Inosit. 


Das Filtrat vom Galaktosehydrazon wurde mit 1,5 g Benz- 
aldehyd versetzt und 8 Stunden am RiickfluBkahler gekocht. 
Die Mischung wurde zehnmal mit Ather ausgeschiittelt und die 
waBrige Lésung im Vakuum zu einem Sirup konzentriert. Dieser 
wurde mit 95°/,igem Alkohol solange verrieben, bis sich der 
Riickstand in ein Pulver verwandelte. Dieses wurde filtriert, 
mit Alkohol gewaschen und zur Zerstérung etwa noch anhaftender 
Pentosen oder Hexosen in salzsaurer Lisung (1 Teil konzentrierte 
HCl:1 Teil Wasser) 11/, Stunden am RiickfluSkiihler gekocht. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrilt f, physiol. Chemie. CXCI, 12 
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Hierauf wurde nach Zusatz von Noritkohle filtriert und das Filtrat 
im Vakuum zur Trockne verdampft. Der erhaltene Sirup wurde 
in 1,5 ccm Wasser gelést, die Lésung erwirmt und Alkohol bis 
zur schwachen Triitbung und einige T'ropfen Ather hinzugesetzt. 
Nach 2 ‘lagen hatten sich groBe, teilweise zu sternférmigen Aggre- 
gaten vereinigte Krystalle gebildet. Diese gaben die Scherer- 
reaktion und ihr Schmelzpunkt war 223—224°, Mischprobe mit 
wasserfreiem Inosit (Schmelzp. 224—225°) ergab Schmelzp. 223 
bis 224°. Die Substanz war demnach Inosit. 

Die alkoholléshchen Anteile wurden durch Verdampfen des 
Alkohols im Vakuum als Sirup gewonnen. Dieser wurde in 
15 ccm Wasser geliést und mit 1,5 g salzsaurem Phenylhydrazin 
und 2 ¢ Natriumacetat im siedenden Wasserbad eine Stunde lang 
erhitzt. Nach Erkalten schied sich ein braunlich-gelbes Osazon 
ab, welches in 2 cem Alkohol gelist wurde. Die Lésung wurde 
mit Norit behandelt, filtriert und mit 6cem Wasser versetzt. 
Es schied sich ein dunkelgelbes Osazon ab, welches, in der Kapillare 
erhitzt, sich bei 152° zu zersetzen anfing und bei 182° unter Auf- 
schiiumen schmolz. Dieses Osazongemenge wurde mit etwas Aceton 
behandelt, wobei die Hauptmenge in Lésung ging. Das ungeldste 
Osazon war hellgelb gefairbt, Schmelzp. 208°. Es war also in 
kleiner Menge Glukose-phenylosazon entstanden. Aus der Aceton- 
lésung wurde mit Wasser ein dunkelgelbes Osazon ausgefallt, 
welches sich bei 112° zu zersetzen begann und bei 162° unter Auf- 
schiumen schmolz. Wir hatten hier wahrscheinlich ein Gemenge 
verschiedener Osazone vor uns. Das ist nicht unerwartet, da 
Mannose, Arabinose und Galaktose als Hydrazone nicht quan- 
titativ gefillt werden. 


Zusammenfassung. 


1. Aus den Gesamtlipoiden der Tuberkelbakterien wurde ein 
Kohlehydratkomplex erhalten. Dieser gehért zu den zucker- 
iihnliichen Polysacchariden und wird durch verdiinnte Siuren in 
reduzierende Zucker gespalten. 

2. Der Verlauf der Hydrolyse mit 5°/jiger Schwefelsiure 
wurde niher untersucht. 

3. Hydrolyse spaltet das Polysaccharid in d-Arabinose, 
Mannose, Galaktose und Inosit. 
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Acetylcholin und Cholin aus tierischen Organen. 
1, Mitteilung. 
Darstellung aus Rinderblut. 
Von 
J. Kapfhammer und C. Bischoff, 
Mit 2 Figuren auf Tafel 1V. 





(Aus dem Pbhysiol.-Chem. Institut der Universitit Freiburg i. Br.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Juli 1930.) 


Bisher fehlte ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung 
des Cholin. Wir haben in der Reinecke-Siure ein bequemes und 
brauchbares Fiallungsmittel fiir Cholin gefunden und hierauf ein 
Verfahren zu seiner quantitativen Bestimmung aufgebaut, iiber 
die demnachst ausfiihrlich berichtet werden soll.') Bei der Be- 
arbeitung des Rinderblutes erhielten wir ein Reineckat, das wir 
wegen seiner Schwerléslichkeit in Wasser und Alkohol zuerst 
fiir Cholin-Reineckat hielten. Analyse und mikroskopische Unter- 
suchung der Krystalle zeigten jedoch, daB es sich nicht um 
Cholin-Reineckat handelte. Die Stickstoffwerte lagen im Mittel 
bei 21,03°/,, waihrend Cholin-Reineckat 23,21 °/, Stickstoff verlangt; 
das mikroskopische Bild zeigte zuerst nadelférmige Wachstums-: 
krystalle (siehe Photogramm), die sich allmihlich in langgestreckte 
Rhomben umwandelten, wihrend Cholin-Reineckat in sechsseitigen 
Tafeln krystallisiert. Acetylcholin, das wir uns aus Acetylchlorid 
und Cholinchlorid hergestellt hatten, gab mit Reineckesiure eine 
schwerlésliche Verbindung, die ebenfalls in solchen charakteristischen 
lanzettformigen Nadeln krystallisierte; der Stickstoffgehalt betrug 
21,11°/,.. Die Vermutung, daB unser aus Blut dargestelltes Rei- 
neckat Acetylcholin-Reineckat war, lag nahe. Bei der Uberfiihrung 





1) Eine gleichlautende Bemerkung brachte vor kurzem H. Paal; sie er- 
folgte ohne unser Wissen und ohne unser Einverstiindnis. Vgl. Biochem. Z. 
211, 244 (1929). An den vorliegenden Untersuchungen ist Herr Paal nicht 
beteiligt. 
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des aus Blut gewonnenen Reineckates in das Goldsalz stellte es sich 
dann tatsiichlich heraus, daB Acetylcholin vorlag. Die Analyse 
stimmte auf das Acetylcholin—Goldsalz; es zeigte auch den von 
Dudley’) fiir Acetylcholin angegebenen Schmelzpunkt von 168°. 
Zum erstenmal haben H. H. Dale und H. W. Dudley?) Acetyl- 
cholin aus tierischen Organen, nimlich aus der Milz des Pferdes 
und des Rindes als Platinsalz dargestellt; sie erhielten aus 32,34 kg 
Pferdemilz 233,9 mg reines analysiertes Cholin-Acetylcholin-dichlor- 
platinat, dies entspricht einem Acetylcholingehalt von 58,0mg. Sie 
geben aber selbst an, daB sie die Ubertragung ihres Arbeitsganges 
auf andere tierische Organe wegen des langwierigen Weges und 
des damit verbundenen Verlustes (er betrug 70—80°/, des ur- 
spriinglich vorhandenen und pharmakologisch bestimmten Acety]- 
cholin) fiir wenig lohnend halten. 

Da es nach unserer bisherigen Erfahrung méglich ist, mit 
Hilfe der Keineckesiure das Acetylcholin in Organen nachzuweisen, 
sind wir damit beschiaftigt, die Organe auf ihren Gehalt an Acetyl- 
cholin zu untersuchen. 

Wir konnten aus 25 Liter Rinderblut 2,05 g Accetylcholin- 
Reineckat gewinnen, das entspricht 720 mg Acetylcholin oder 
28,8 mg je 1 Liter Blut. Wir begniigten uns nicht mit der Iso- 
lierung des Acetylcholin in Form des Reineckates, sondern wir 
fihrten dieses noch in das Goldsalz iiber. Dabei zeigte sich 
allerdings, daB wir aus bisher noch unbekannten Griinden weniger 
als die zu erwartende Menge von Acetylcholin—Goldsalz erhielten; 
wir vermuten, da bei der Zerlegung des Acetylcholin-Reineckates, 
so schonend sie auch ist, ein Teil des Acetylcholin seinen Acetyl- 
rest verlor, denn unsere Analysen der Goldsalze beweisen, daB 
nach der Zerlegung des Reineckates ein Gemisch von Acetylcholin 
und Cholin vorlag. Legt man fiir die Berechnung des Acetyl- 
cholingehaltes die Menge des gefundenen Acetylcholin—Goldsalzes 
zugrunde, so ergibt sich immer noch ein Gehalt von 291,6 mg 
fiir 25 Liter Rinderblut, das entspricht einem Mindestwert von 
11,7 mg je 1 Liter Blut. 


Versuehsteil. 


5 Liter noch kérperwarmes Rinderblut, das mit 8g Oxalsiure 
(in wenig Wasser gelést) versetzt war, li8t man in diinnem Strahl 


!) Biochemic. J. 25, 1071 (1929). 
*) J. of Physiol. 65, 97 (1929). 
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unter gutem Umrihren in 15 Liter 96°/,igen Alkohol flieBen. 
Nach 2—838stiindigem Stehen wird vom ausgefillten EiweiB ab- 
gegossen und der Riickstand in einer Fruchtpresse ausgeprebt. 
Die vereinigten goldgelben Ausziige werden filtriert und im Va- 
kuum bei 40° Wasserbadtemperatur eingeengt. Die auf 150 ccm 
eingeengte, durch Fett und restliches Kiweif getriibte Lésung 
wird mit dem gleichen Volumen 20°/,iger wibBriger 'Trichloressig- 
siure versetzt, nach 12stiindigem Stehen zur Entfernung des 
Fettes und der Trichloressigsiure mit 2mal je 100 ccm durch 
Natrium gereinigten Ather ausgeschiittelt. Die wibrige Lésung 
wird dann filtriert; zur Entfernung des gelésten Athers wird das 
Filtrat im Vakuum weitgehend eingeengt, ein méglicherweise ent- 
stehender Niederschlag wird durch Zugabe von wenig Wasser 
wieder in Lésung gebracht. Die klare Lésung wird dann mit 
einer Lésung von 4 g Reineckesiiure in 100 ccm Wasser versetzt. 
Dabei scheidet sich sofort ein rosa gefirbter Niederschlag aus; 
zur vollstindigen Fiallung liBt man die Lésung 12 Stunden im 
Kisschrank stehen. Das Reineckat wird dann abzentrifugiert, 
einmal mit Eiswasser und dreimal mit absolutem Alkohol auf der 
Zentrifuge gewaschen (der 3. Anteil des Waschalkohols sieht dann 
nur noch ganz schwach rosa aus). Danach wischt man noch ein- 
mal mit absolutem Ather nach, der dann farblos sein mu8. Der 
Niederschlag wird tiber P,O, getrocknet. Das feingepulverte staub- 
trockene Reineckat wird in méglichst wenig absolutem Aceton ge- 
lost und von einem geringen unldslichen Riickstand abfiltriert. 
Die dunkelrote Acetonlésung wird im Vakuum bei 20—30° Wasser- 
badtemperatur zur Trockne gebracht und der Kolbenriickstand 
nochmals mit absolutem Ather ausgezogen. Der Riickstand wird 
iiber P,O, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Aus 25 Liter 
Rinderblut wurden 2,05 g Acetylcholin-Reineckat gewonnen. 


Mikrokjeldahl: 
BlutI 3,791 mg 3,986 ecm n/70-HCl, N gef. 21,03°/, 
Blut II 2,692 mg 2,843 cem ~~ sa « Se, 
Blut II 1,949 mg 2,045 ccm . tar = eer 
Blut IV 2,309 mg 2,431 cem + se » ooh 
Blut V 4,127 mg 4,327 ecm ~~ + ~». ewe 


Fiir Acetylcholin-Reineckat: C,,H,,0,N,S,Cr berechnet sich ein Stick- 
stoffgehalt von 21,11°/,. 
Die Léslichkeit fiir Acetylcholin-Reineckat betriigt bei 21°: 
0,0183 g in 100 g Wasser, 
0,0335 g in 100 g Athylalkohol, 
0,0104 g in 100 g Propylalkohol. 
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Goldsalze. 


2,00 g Reineckat werden in 100 ccm Acetonwasser (1:1) ge- 
lést und mit 123,40 ccm Silbersulfatlésung (6,000 g in 1000 ccm 
Wasser) versetzt. Das Silber-Reineckat wurde abfiltriert; zu dem 
farblosen Filtrat gibt man 56,64 ccm Bariumchloridlésung (2,5626 g 
BaCl,-2H,O in 250 ccm Wasser). Die filtrierte klare Lésung, 
die kein Barium und kein Sulfat mehr enthalt, wird im Vakuum 
bei 35—40° Wasserbadtemperatur bis auf 10 ccm eingeengt. 
Nach dem Filtrieren und nach dem Waschen mit wenig Wasser 
wird die gelbgefirbte Lésung mit 1,5 g Goldchlorid (in méglichst 
wenig Wasser gelést) versetzt. Sofort scheidet sich ein dicker 
gelber Niederschlag aus, der nach 12 stiindigem Stehen abgesaugt 
wird. Durch 3 maliges Umkrystallisieren und Einengen der ein- 
zelnen Mutterlaugen erhailt man 2 verschiedene Verbindungen, 
eine in Wasser schwer lésliche und eine in Wasser leicht lésliche. 
Die schwer lésliche erwies sich als Goldsalz des Acetylcholin, die 
leicht lésliche als Goldsalz des Cholin. Aus 2 g Acetylcholin- 
Reineckat wurden 0,8672 g Goldsalz des Acetylcholin vom Schmelz- 
punkt 168° und 0,9952 g Goldsalz des Cholin vom Schmelzp. 259° 


erhalten. 


Analysen. 
Acetylcholin-Goldsalz. 
6,145 mg: 3,940 mg CO, 1,780 mg H,O 2,490 mg Au 
8,420 mg: 0,204 cem N 755 mm 21° 
C,H,,0,NAuCl, Ber. 17,31°/, C 3,32°/, H 2,89%/, N  40,65°/, Au 
Gef. 17,48 8,24 2,79 40,52 
Cholin-Goldsalz. 
8,535 mg. 4,310 mg CO, 2,370 mg H,O 3,820 mg Au 
7,170 mg: 0,208 cem N 755 mm 21° 
C,H,,NOAuC), Ber. 13,54°/, C 8,18°/, H 38,16°%, N 44,50°/, Au 
Gef. 18,77 3,11 3.36 44,67 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
fiir die bereitwillig gewahrte Unterstiitzung zu gréBtem Danke 
verpflichtet. 
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Zur Kenntnis des Plasmalogens. 
II. Mitteilung. 
Eine bequeme Methode zur Darstellung des Plasmals; 
Spaltung des Plasmalthiosemicarbazons. 


Von | 
M. Behrens. 


(Aus der Chem. Abt. des Physiol. Inst. der Universitat GieBen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. August 1930.) 








Nachdem sich gezeigt hatte), daB Plasmal mit Wasserdiimpfen 
fliichtig ist und aus Plasmalogen leicht durch Sublimat oder 
Sauren frei gemacht werden kann, wurde es von Feulgen, Im- 
hiuser und Behrens?) dargestellt, indem eine plasmalogenhaltige 
Lipoidemulsion (hergestellt durch Extraktion von Pferdefleisch mit 
Alkohol, Verdampfen des letzteren und Emulgieren des Riickstandes) 
nach Zusatz von Sublimat oder Siuren der Wasserdampfdestillation 
unterworfen wurde. Es sammelte sich im Kiihler und in der 
Vorlage eine lipoide Substanz an, welche jene intensive Reaktion 
mit fuchsinschwefliger Siure gab, die auch den genuinen Organen 
eigentiimlich ist und die Feulgen und Voit zuerst auf diese 
Aldehyde aufmerksam gemacht hatte. Das Rohplasmal wurde 
sofort mit Thiosemicarbazid gekuppelt und aus dem Rohprodukt 
mit ungefahr 50°/,iger Ausbeute ein krystallinischer Kérper dar- 
gestellt, der als im wesentlichen aus dem Thiosemicarbazon des 
Palmitinaldehyds bestehend angesehen wurde. 

Diese Methode der Darstellung ist aber sehr umstindlich. 
Die Fliichtigkeit des Plasmals mit Wasserdiimpfen ist nimlich 
verhaltnismaiBig gering und da ein langdauerndes Erhitzen eine 
Zersetzung unserer Substanz und damit eine schlechte Ausbeute 
zur Folge hat, so kann man die Emulsion nur in kleinen Portionen 
— zu etwa 50 ccm — destillieren, was schon 4 Stunden in An- 
spruch nimmt. Rechnet man an einem Tage mit einer Ver- 
arbeitung von 2 Portionen zu je 50 ccm, so nimmt die Aufarbeitung 
von 1 Liter Emulsion, hergestellt aus 10 Kilo Pferdefleisch, aus 





1) Feulgen u. Voit, Pfliigers Arch. 206, 229 (1924). 
*) Diese Z. 180, 161 (1929). 
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der sich ungefihr 1 g Plasmalthiosemicarbazon gewinnen lassen, 
10 Tage in Anspruch. 

Die notwendige langdauernde Wasserdampfdestillation kann 
aber auch uniibersichtliche Veriinderungen des Materials hervor- 
rufen, und die gewonnenen Aldeyde kénnten infolgedessen als se- 
kundiire Zersetzungsprodukte aufgefaBt werden. Die genannten 
Autoren sind aber der Ansicht, da die Aldehyde, wenn sie auch 
nicht frei in tierischen Geweben und KoOrperfliissigkeiten vor- 
kommen, so doch wohl charakterisierte Spaltprodukte einer im 
Organismus weit verbreiteten aldehydliefernden Substanz seien, 
die sie ,,Plasmalogen“ nannten. Zu dieser Auffassung waren sie 
durch die ,,Plasmalreaktion“ gekommen, der zufolge lebendfrisches 
tierisches Material (etwa ein Gefrierschnitt durch ein Organ) erst nach 
ganz kurzer Behandlung mit Sublimat oder laingerer Behandlung 
mit Siure jene intensive Reaktion mit fuchsinschwefliger Saure gibt. 

Aus genannten Griinden habe ich mich bemiht, eine Methode 
zur Darstellung des Plasmalthiosemicarbazons auszuarbeiten, die 
beliebige Mengen Emulsion auf einmal und in kurzer Zeit zu 
verarbeiten gestattet und die vor allem hohe Temperaturen ver- 
meidet, zum F'reimachen des Plasmals auf das Sublimat verzichtet 
und sich nur der Wirkung schwach saurer Reaktion bedient, 
deren plasmalfreimachende Wirkung schon von Voit?) untersucht 
worden war. Nach ihm ist der ProzeB quantitativ beendet, wenn 
die Emulsion in Gegenwart von 0,1 n-Salzsiure 3 Stunden im 
Brutschrank gestanden hat. 

Nachdem auf diese Weise das Plasmal frei gemacht worden 
war, wurde nach Neutralisation sofort mit Thiosemicarbazid ge- 
kuppelt, das Wasser der Emulsion unter vermindertem Druck ent- 
fernt, der Riickstand in einem Gemisch yon Ather und Alkohol 
gelést und die Thiosemicarbazone mit einer alkoholischen Silber- 
nitratlésung gefillt. Die Silberverbindungen wurden durch 
Lisen in alkoholhaltigem Ather und Ausfillen mit Alkohol ge- 
reinigt, mit Schwefelwasserstoff zersetzt und die Thiosemicarbazone 
aus Xylol und Alkohol mehrfach umkrystallisiert. So wurde aus 
1 Liter ,Stammemulsion“ (hergestellt aus 10 Kilo Pferdefleisch) 
1—1,5 g eines Kérpers gewonnen, der nach Schmelzpunkt, Misch- 
schmelzpunkt und Eigenschaften mit dem nach dem Destillations- 
verfahren gewonnen identisch war. Auch die Ausbeute war dieselbe. 

Die Spaltung des Plasmalthiosemicarbazons und Wieder- 


!) Z, Biol. 83, 223 (1928). 
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gewinnung des freien Aldehyds war bisher noch nicht gelungen. 
Sie konnte aber erreicht werden, indem eine sehr verdiinnte 
Lésung von Plasmalthiosemicarbazon in Alkohol in kleinen Por- 
tionen in siedende verdiinnte Schwefelsiure eingetragen und 
gleichzeitig ein Wasserdampfstrom hindurchgeleitet wurde: Ks 
schied sich 1m Kiihler und in der Vorlage eine lipoide Substanz 
ab, die eine intensive Reaktion mit fuchsinschwefliger Saiure gab 
und aus der durch Kuppeln mit Thiosemicarbazid in alkoholischer 
Lésung mit einer Ausbeute von etwa 70°/, das Thiosemicarbazon 
zuriickgewonnen werden konnte. 


Versuche. 
Darstellung des Plasmalthiosemicarbazons. 


Kin Liter ,,Stammemulsion“!) wird auf 40° erwiirmt und nach 
Ansiuern mit 20 ccm 5 n-Schwefelsiure 4 Stunden im Brutschrank 
stehen gelassen. Danach neutralisiert man mit 10 g Calcium- 
carbonat unter lingerem Schiitteln, fiigt 2 g Thiosemicarbazid in 
Wasser gelést hinzu und laBt 2—3 Tage unter O6fterem Um- 
schiitteln stehen. Danach dampft man unter vermindertem Druck 
moglichst stark ein, entfernt die letzten Reste Wasser durch zwei- 
maliges Abdampfen mit Alkohol, lést den Riickstand in Ather, 
so daB ein Volumen von 350 ccm entsteht und versetzt mit 200 ccm 
96°/, Alkohol. Man zentrifugiert von dem Ungelésten ab und fillt 
mit 100 ccm alkoholischer Silbernitratlésung. Die entstehenden 
Silberverbindungen werden an der Zentrifuge abgetrennt, mit etwa 
80 com Ather gelést und durch Fillen mit dem gleichen Volumen 
Alkohol gereinigt. Zum Lisen der Silberverbindung in Ather ist die 
Anwesenheit von etwas Alkohol nétig, der aber in der Regel noch 
in ausreichender Menge in dem Niederschlag enthalten ist. Beim 
Ofteren Ausspiilen des Zentrifugenglases mit Ather kann es aber 
vorkommen, daB infolge von Alkoholverarmung des im Glase noch 
befindlichen Materials sich nicht alles lést. In diesem Falle gibt 
man etwas Alkohol zu. 

Die durch Alkoholfaillung gereinigte Silberverbindung wird 
in etwa 100 ccm Alkohol suspendiert, mit Schwefelwasserstoff zer- 
setzt, heiB filtriert, das Filtrat mit dem mebhrfachen Volumen 
Wasser unter Schiitteln gefallt, und der Niederschlag so lange 
mit Wasser ausgewaschen, bis das ablaufende Waschwasser nicht 
mehr bitter nach freiem Thiosemicarbazid schmeckt. Nach dem 





1) Feulgen u. Voit, Pfliigers Arch. 206, 403 (1924). 
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Trocknen im Vakuum iiber Schwefelsiiure resultieren 5 g eines 
noch unreinen Rohproduktes. Zur Reinigung wurde es mebhrere 
Male mit méglichst wenig Ather im Zentrifugenglas extrahiert, 
der Riickstand 2 mal aus Xylol und dann noch 2 mal aus Alkohol 
umkrystallisiert. In den Ather und in das Xylol gehen noch er- 
hebliche Mengen des Thiosemicarbazons hinein, die nach Ver- 
dampfen der Lésungsmittel durch erneute Extraktion mit méglichst 
kleinen Mengen Xylol als Riickstand gewonnen werden kénnen. 
Sie werden ebenfalls durch Umkrystallisieren mit Xylol und 
Alkohol weiter gereinigt. Wie mehrere Versuche gezeigt haben, 
gewinnt man auf diese Weise 1—1,5 g des reinen Produktes. Der 
Schmelzpunkt lag bei 106—107°. Ein Priiparat, das durch 
Destillation nach dem Verfahren von Feulgen, Imhiauser und 
Behrens dargestellt war, zeigte ebenfalls einen Schmelzpunkt 
von 106—107°, ein Gemisch beider desgleichen. 


Spaltung des Plasmalthiosemicarbazons. 

In einem zur Wasserdampfdestillation hergerichteten Claisen- 
kolben von 750 ccm Inhalt gibt man 300 ccm 2/n-Schwefelsiure 
stellt den Kolben in ein Bad von konzentrierter Kochsalzlésung 
und reguliert die Temperatur des Bades so, daB das Volumen im 
Siedekolben wihrend der Wasserdampfdestillation konstant bleibt. 
Dann werden alle 10 Minuten 5 ccm einer 2°/,,igen alkoholischen 
Thiosemicarbazonlésung durch ein neben dem Dampfrohr an- 
gebrachtes Rohr, das kurz iiber der Schwefelsiure endet, zugegeben. 
Unter dem Kiihler befindet sich ein auf einer Saugflasche sitzender 
VorstoB, wie er zur Aufnahme von Goochtiegeln Verwendung findet, 
und in diesem ein kleiner Wattepfropf, der das Plasmal aus dem 
Destillat zuriick halten soll. Nachdem 0,1 g der Substanz ein- 
getragen worden sind, wird nach Verlauf von weiteren 10 Minuten 
die Destillation unterbrochen, der Wattepfropf trocken gesaugt, 
die Watte 2 mal mit Alkohol ausgekocht und der Kihler mit 
Alkohol ausgewaschen. Die alkoholische Liésung wird eingeengt 
und mit einer heiBen Lésung von 0,1 g Thiosemicarbazid in 50 ccm 
Alkohol versetzt. Nach 24 Stunden fallt man das Thiosemicarbazid 
mit dem mehrfachen Volumen Wasser, filtriert und wischt es aus, 
bis das ablaufende Waschwasser nicht mehr bitter nach freiem 
Thiosemicarbazid schmeckt. Der Kérper wird nach dem Trocknen 
aus Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute etwa 0,07 g. 

Die Versuche wurden mit Mitteln der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft ausgefihrt. 
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Eine neue Schnellmethode zur quantitativen Bestimmung der 
Gesamtfettsfiuren im Kote. 


Von 


Erhard Glaser und Oskar Kahler. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des pharmakognostischen Universitatsinstinutes in Wien 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juli 199.) 


Schon in dem klassischen Buche: ,,Der Harn, sowie die abrigen _ 
scheidungen und Kérperfliissigkeiten“ von C. Neuberg setzt O.Schumm' 
seinen Ausfiihrungen beziiglich Stuhluntersuchungen voraus, da’ unsere 
Kenntnis von der chemischen Zusammensetzung der Faeces bei eaten 
und Kranken noch manche Liicken aufweist. Das hat seinen Grund i: 
dem eigenartigen Material, aber auch darin, da® die Methodik noch nich 
in allem diesem angepaft und iiberdies umstandlich ist. 

So kommt es, daB beziiglich Verwertung von gewissen Hauptnahrungs- 
stoffen z. B. des Fettes bei verschiedenen Krankheiten in ihrem Verlauf noch 


i 
? 
. 


recht mangelhafte Angaben vorliegen und daher ihre Feststellung zu — - 


gnomischen Zwecken bisher fast keine Anwendung finden konnte, obwe 
Stérungen in der Fettverdauung bei Pankreaserkrankungen, dyspe stteals en 
Erscheinungen bei Kindern, bei Darmphthise, Stérungen im GallezufiuS usw. 
eine groBe Rolie spielen. 

Die Untersuchungen von E. Pfliiger*), Dormeier‘), E. A. Bog 
now‘), Glikin’), Ryotaro Inaba‘; haben bereits gezeigt, dad die Ex. 
traktion mit absulutem Ather im Soxhlet selbst bei sehr | langer Dureb- 
fihrung (Dormeier extrahierte 843 Stunden) nicht alles Fett extrabiert, 
weiter aber auch, daB noch die niederen Fettsiuren, dann die bhiufig mit 
den Fetten zusammen vorkommenden héheren Fettverbindungen (Protagon, 
Jekorin, Lecithin, dann fettihnliche Koérper von anderer chemischer Za- 
sammensetzung (Cholesterin, Cholalsiure bzw. Lipoide), endlich andere Stoffe 
wie iitherische Ole, Wachse, Harze, Kohlenwasserstoffe, organische S&uren 
(z. B. Milchsiure), Farbstoffe, Alkaloide mit in Lésung gehen, so dad Fehler 
oft bis 50°/, entstehen kénnen. 

Diesen Nachteilen wollte man durch Verbesserung der Methodik ab- 
helfen. Bogdanow‘) (Alkohol, Ather), Noel Pato n?), W. Ary! low, 
O. Frank®), E. Voit’), H. Leo"), G. Rosenfeld") anebel und Chiero- 
form), Glikin‘) (Petrolither), Gro8feld*’) (Trichloraethylen), Folin and 
Wentworth") (Ligroin), Emmet*) (Tetrachlorkohlensto#) wollten durch 
Anderung der Extraktion eine Besserung erzielen. Aber auch dorch Zer- 
setzung der zu extrahierenden Substanz gewonnene Extrakte nach Dor- 
meier®) (durch kiinstliche Verdauung), M.Schlesinger™), Baur and Bar. 
schall), L, Liebermann und Szekeli') (durch Verscifung) , Nerking 
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(durch Kochen mit Salzsiiure), Kumagawa und Suto*) (durch Verseifen 
mit wiiBriger Kalilauge), Zelinsky und Zinzadze*') (durch Behandlung 
im Autoklaven) befriedigten nicht, wenngleich die von letztgenannten Au- 
toren allerdings auf den Fettnachweis im Fleische ausgearbeitete Methode 


schon ganz biauchbare Resultate lieferte. 


Um zu einer fiir klinische Zwecke brauchbaren quantitativen 
Fettbestimmung im Kote zu gelangen, schien uns ein Vorgang 
geeignet, der uns**) mutatis mutandis bei Drogen zu entsprechenden 
Resultaten in kurzer Zeit verhalf. Dort bedienten wir uns dazu 
der acidbutyrometrischen Methode nach Gerber. Dem Bediirf- 
nisse nach einer klinischen Methode versuchten zwar schon Hecht ?°) 
und Walker Hall*‘) zu entsprechen, aber sie konnten sich nicht 
von der Extraktion mit Ather emanzipieren und ihre Methode 
konnte sich keine Anerkennung verschaffen. 

Bei der Brauchbarmachung der acidbutyrometrischen Methode 
fiir Stuhl ergaben sich jedoch erhebliche Schwierigkeiten dadurch, 
daf, wie ja schon aus den Ergebnissen der Literatur zu ersehen 
ist, das Fett sich nur auferordentlich schwer herauslésen lieB, 
die Stuhlpartikelchen trotz der Veriinderung der Ionenkonzentration 
im Sinne Berls**) nicht hydrophil zu machen waren, die Kot- 
farbstoffe eine Ablesung unméglich machten, endlich auch eine 
Abfiltration wegen der kolloiden Beschaffenheit der Faecespartikel- 
chen sich zeitlich sehr in die Liinge zog. Doch nach vielen Ver- 
suchen gelang es alle diese Hindernisse zu iiberwinden. Es soll 
nun gicich das Verfahren geschildert werden, wie es sich in der 
Praxis bewihrt hat. Die Versuche wurden zuerst mit Trockenkot 
angestellt, spiiter aber mit nativem Stuhl ausgefiihrt, da es sich 
herausstellte, daB dieser sich hierfiir als noch geeigneter erwies. 
Bei letzterem wurden gleichzeitig Proben zur Bestimmung der 
Feuchtigkeit im Trockenkasten bei 100° angestellt und der ab- 
gelesene Fettgehalt dann auf Trockensubstanz bezogen. Zu diesem 
Zwecke wurden auf zwei Uhrgliiser je 1 g Stuhl ausgebreitet und 
bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 

Die Fettbestimmungen wurden zuerst mit Trockenkot vor- 
genommen. Je 1g und }/, g wurden mit 5 ccm 20°/,iger waB- 
riger Kalilauge in einem weithalsigen 50 ccm fassenden, mit einem 
Steigrohr versehenen Kélbchen wie bei Kumagawa und Suto?"), 
sowie Shimidzu**) eine halbe Stunde auf dem Asbestdrahtnetz 
gekocht, wobei je nach dem Cellulosegehalt ein gréBerer oder 
geringerer Bodensatz verbleibt. Kine direkte Filtration des Seifen- 
gemisches, um dasselbe von dem Bodensatze zu befreien, ist nicht 
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mdglich, da sich dieses in wibriger Lisung, wie schon die Unter- 
suchungen von Kraft*’) gezeigt haben, wie Kolloide verhilt und 
durch die Membran bzw. Filter nur langsam oder nicht hindurch- 
geht. In alkoholischer Lésung verhalten sich die Seifen aber wie 
Krystalloide und sind leicht filtrierbar. Es wurden daher durch 
das Steigrohr noch 15 ccm Alkohol eingetragen, filtriert, der 
Riickstand mit je 15 ccm Alkohol noch zweimal heiB ausgezogen, 
filtriert (bei Verwendung von '/, g ‘l'rockenkot werden je 10 ccm 
Alkohol benutzt); das vereinigte Filtrat wurde eingedampft. Der 
Kindampfriickstand, der neben den bereits im Stuhle vorhandenen 
Seifen nun auch das Neutralfett und die Fettsiiuren verseift ent- 
halt, wird in heiBem Wasser aufgenommen und die so entstandene 
dunkel gefirbte Lésung von 10,5 ccm in das Butyrometer ein- 
gefillt. Um eine gute Ablesung zu erméglichen, muBte die Lé- 
sung mit chlorsaurem Kali gebleicht werden, indem 10,5 ccm 
konz. Schwefelsiure vom spezif. Gew. 1,8, hernach 0,05 g chlor- 
saures Kali eingetragen werden. Nach Aufhéren der Gasentwick- 
lung und wiederholtem Umschiitteln, wobei die Fliissigkeit sich 
lichtet, wurde endlich noch 1 ccm mit Sudan gefirbten Amyl- 
alkohol dazugegeben und rasch zentrifugiert. Beachtet muB werden, 
daB die Schwefelsiiure nur tropfenweise zugefiigt wird, weil sonst 
die Fliissigkeit stark schiumt und iiberflieBen wiirde. Gewdhnlich 
war die dunkelrotgefairbte Fettschicht leicht abzulesen, mitunter 
muBte das Butyrometer nach Liiftung des Stépsels nochmals in 
ein warmes Wasserbad gestellt und dann rasch zentrifugiert werden. 

Da bei der Butyrometerablesung das Gesamtfett in Fett- 
siituren vorliegt, erschien es am zweckmiBigsten, die Teilstriche 
desselben ebenfalls auf Fettsiuren zu beziehen. Als Standard- 
wert wurde Stearinsiure genommen und in Versuchen festgestellt, 
daB 100 Teilstriche 1 g Stearinsiure, also 1 Teilstrich 0,01 g 
Stearinsiure oder 0,0104 g in dem entsprechenden ‘Tristearin- 
glycerid ausgedriickt bedeuten. 

Bemerkenswert ist, daB sich alle Prozeduren mit frischem 
Stuhl noch leichter durchfiihren lassen, nur muB derselbe gut 
durchgemischt und fiir diese Zwecke, da der Stuhl oft einen 
Wassergehalt von 40 bis zu 90°/, besitzt, die vierfache Menge 
beniitzt werden. Dabei sprach fiir die Genauigkeit der Methode 
schon an und fir sich der Umstand, daB bei den Bestimmungen 
von einfacher und doppelter Menge auch die einfache und doppelte 
Zahl der Teilstriche abgelesen werden konnte, unter anderen 
Verhiltnissen immer die aliquote Anzahl der Teilstriche. 
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Wenn auch fiir klinische Zwecke die Bestimmung des Ge- 
samtfettes die gréBte Bedeutung hat, so ist fiir die genaue Fest- 
stellung des Fettstoffwechsels der prozentuelle Nachweis des un- 
angegriffenen Fettes, des Neutralfettes, weiterhin aber auch des 
abgebauten, im Stuhle noch als Seifen und freie Fettsiuren vor- 
handenen yon Wichtigkeit, schon weil sich daraus Schliisse auf 
die pathognomischen Verhiltnisse ergeben kénnen. Ubrigens ist 
nur so ein Einblick in die Art der Fettverdauung unter ver- 
schiedenen Verhiltnissen méglich, zumal Warren und Bloor”) 
gezeigt haben wollen, daB die Faeces unabhingig von der Er- 
nihrung Fett enthalten. Durch mifBigen Fettgehalt der Nahrung 
wird die Menge desselben im Kote nicht gesteigert und die Be- 
schaffenheit und Zusammensetzung desselben von der des Nahrungs- 
fettes nicht beeinfluBt. Bloor nimmt daher an, daB es sich im 
Stuhlfett nicht um resorbiertes Nahrungsfett, sondern um das Pro- 
dukt einer Sekretion, vielleicht aus Bakterien, walirscheinlicher 
aus Blut handelt, da die Kigenschaften beider Lipoidarten ahnlich 
sind. Es kénnte sich demnach um eine echte Exkretion von un- 
brauchbar gewordenem Material oder bei Fettreichtum um Ver- 
luste ihnlich der alimentiiren Glucosurie handeln. Im ‘dhnlichen 
Sinne sind auch die Untersuchungen von Holtner und Kerr”) 
aufzufassen, die bei Vergleich der Jod- und Verseifungszahlen des 
aufgenommenen Fettes mit den gleichen Konstanten des Faeces- 
fettes zeigten, daB keinerlei Abhingigkeit bestand. 

Unsere eigenen Versuche auf die gesonderte Erfassung der Neutral- 
fette und Fettsiiuren, sowie der Seifen auf einen fiir klinische Zwecke ge- 
niigend kurzem Wege fihrten zu keinem Erfolg. Durch Verschiedenheit 
der Lésungsmittel lassen sich die Seifen allein bekommen, wobei sich durch 
ihre Alkoholléslichkeit die Alkaliseifen leicht von den Erdalkaliseifen trennen 
lassen; nicht méglich ist es beziiglich des Neutralfettes und der Fettsiuren. 
Bei den Titrationen spielen offenbar auch die Reaktionsverhiltnisse mit, 
welche event. durch die Anwesenheit fliichtiger bzw. durch Titration solcher 
freiwerdender Verbindungen geiindert werden kénnen. Auch die fermen- 
tative Zersetzung spielt sicher eine Rolle. Ubrigens ist der Stuhl ja auBer- 
ordentlich bakterienreich, so daB auch ahnliche Verhiltnisse mit einen Aus- 
schlag geben kénnen, wie sie Model®) bei Bestimmung des Fettgehaltes 
an siurefesten Bakterien feststellen konnte. Dieser vermochte nach Extra- 
hieren im Soxhlet den entfetteten Bakterien noch bedeutende Mengen von 
Lipoiden zu entziehen, wenn er mit wiBrigem Alkali dieselben behandelte und 
neuerdings auszog. Anderseits erwiesen sich auch Bestimmungen durch 
Differenz als nicht gangbar, weil sich dann die durch Extraktionen gegebenen 
Fehler nicht gleichmaBig verteilen wiirden. Von den versuchten Methoden 
gab die nach Miiller*') am ehesten noch einigermaBen brauchbare Resultate. 

Stiihle verschiedener Herkunft in dieser Weise untersucht, zeigten 


nachfolgendes Ergebnis: 
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Aus vorstehenden Analysen geht hervor, daB Pflanzenfresser 
gegeniiber den Fleisch- und Allesfressern relativ viel Neutralfett 
und weniger Seifen ausscheiden, wodurch wiederum bestitigt er- 
scheint, daB das Fett in Vegetabilien schlechter ausgenutzt wird 
und daB diese Erscheinung auch bei Pflanzenfressern in Erschei- 
nung tritt. 

Zusammenfassung. 


Es wurde eine Methode ausgearbeitet, mit Hilfe des Gerber- 
schen Butyrometers die Gesamtfettmenge im Kot der Menschen 
und Tiere als Fettsiuren zu bestimmen. 
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Fig. 1. Fig. 2 
Krystallisiertes Follikelhormon aus Essigester. Krystallisiertes Follikelhormon aus verdiinntem 
Alkohol 
” 








Fig. 3. 
Krystaliisiertes Follikelacrmon aus verdiinntem Alkohol 
(langsame Krystallisation). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CXCI. Tafel II. 
Zu Adolf Butenandt, Uber die Reindarstellung des Follikelhormons 
aus Schwangerenharn“, 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 
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Fig. 3. Acetat des krystallisierten Follikelhormons (aus verdiinntem Alkohol), 





Fig. 4. Perhydriertes Follikelhormon (aus verdiinntem Alkohol), 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CXCI. ‘Tafel III. 


Zu ,Adolf Butenandt, Uber physikalische und chemische Eigenschaften 
des krystallisierten Follikelhormons“. 
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Fig. 1. Cholinreineckat. (VergréBerung 1 : 300.) 





Fig. 2. Acetylcbolinreineckat (mit Wachstumskrystallen) aus Rinderblut. 
(VergréBerung 1 : 300.) 
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Zu ,J._Kapfhammer und C. Bischoff, 
Acetylcholin und Cholin aus tierischen Organen“. 


Tafel IV. 
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